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CAPITULO 1

Seleccion in-vitro de cepas de Trichoderma spp. con potencial para el biocontrol de

Sclerotinia sclerotiorum.



1. INTRODUCION

Las especies de Sclerotinia figuran entre los patdégenos de suelo mas polifagos. Adams
y Ayers (1979) mencionan como hospedantes a 64 familias, 225 géneros y 361 especies,
siendo las Compuestas una de las familias mas atacadas (64 géneros y 62 especies).
Los sintomas varian de acuerdo al cultivo u érgano afectado, pero cominmente produce
pudricion algodonosa, moho blanco o pudricion blanda acuosa, pudriciones del tallo,
marchitez, ahogamiento, pudricioén de la corona, tizon de las inflorescencias, cancer del

tallo, pudriciones de la raiz y corona, entre otras (Agrios, 2005).

En caso particular de la lechuga (Lactuca sativa L.), la podredumbre del cuello es
comunmente causada por dos agentes patogenos pertenecientes a la division
Ascomycota y género Sclerotinia (S. Sclerotiorum (Lib.) de Bary y S. minor Jagger)
(Arias et al., 2007 y Cundom et al., 2002). En zonas tropicales, esta enfermedad se
presenta con mayor intensidad durante épocas tempranas del cultivo, o proximo a
cosecha y durante el almacenamiento (Avila et al., 1996). En Argentina, la enfermedad
se presenta con mayor frecuencia en épocas frias (otoflo e invierno) con una alta
prevalencia en los sistemas productivos con baja tecnologia seglin los datos del estudio

de Szszesny et al. (2013) en el cinturdon horticola de Mar del Plata.

Dentro de las practicas de control se han encontrados grandes limitantes debido a los
inconvenientes para obtener cultivares resistentes, el amplio rango de hospedantes
espontaneos y cultivados y por la habilidad de patdgeno de sobrevivir en el suelo por
largos periodos mediante la produccion de estructuras de resistencia (esclerocios)
(Cundom et al., 2002), las cuales se consideran como fuente de indculo primario para
nuevas infecciones, ademas que pueden permanecer viables por al menos 4-5 afios
(Adams y Ayers, 1979). Generalmente el manejo de esta enfermedad se realiza
mediante el uso de fungicidas como vinclozolin, benomil, iprodione, carbendazin y
procimidone (Avila y Velandia, 1992), estando los tres ultimos registrados para su uso
en Argentina (Viglianchino y Huarte, 2014). Sin embargo, la vida media de estos
ingredientes activos es corta, producto de su biodegradacion de los microorganismos y
por la interaccién con las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Subbarao, 1998),
sumado a la eliminacién de organismos benéficos al ser pesticidas no selectivos (Hoyos

et al., 2008 y Garcia et al, 2012).



En las ultimas décadas, se han realizado estudios con diferentes microrganismos que
han permitido identificar mas de 30 especies entre bacterias y hongos como antagonistas
y micoparasitos de Sclerotinia spp. (Smith, 2004 y Agrios, 2005). Dentro de los hongos
biocontroladores se destacan Coniothyrium minitans, Sporidesmium sclerotivorum, y
Trichoderma sp. con potencial biocontrol de patégenos de suelo, Autores como Stewart
y Harrison, (1988) y Alexander, (1992) citados por Jones ef al. (1999) reportan que C.
minitans parasita fuertemente a S. sclerotiorum, S. minor, Sclerotium cepivorum y
Sclerotium rolfsii en ensayos de laboratorio e invernadero en Nueva Zelanda; Adams y
Ayers, (1982) demostraron que la introduccion de macroconidios al suelo de
Sporidesmium sclerotivorum, lograron parasitar y disminuir la poblacion de esclerocios
pertenecientes a S. minor, mientras que Hoyos et al. (2008), indican que Trichoderma
sp., es capaz de colonizar, esporular y alimentarse de estructuras de resistencia

(esclerocios), comunes en especies como Rhizoctonia y Sclerotinia.

En el caso de Trichoderma spp., diferentes autores mencionan que la eficiencia en el
control de hongos patégenos se debe a que son 1) altamente reproductivas (alta
capacidad de producciéon de conidios), i1) eficaces en la utilizacion de nutrientes, iii)
modificadores de la rizosfera al inducir cambios en el pH y/o poblaciones microbianas
(Ibarra et al., 2010), iv) fuertemente agresivas contra hongos patégenos, mediante su
actividad micoparasita, antibiosis y competencia por sustrato (Hermosa et al., 2012) y/o
v) agentes promotores de crecimiento (Sriram et al, 2009). Aunque vale la pena
mencionar que la eficiencia del control del hongo antagonista depende de atributos de

aislados particulares (Howell, 2006).

2. OBJETIVO GENERAL

Seleccionar in-vitro cepas de Trichoderma spp. con potencial para el biocontrol de

Sclerotinia sclerotiorum dentro del manejo integrado de la enfermedad.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Aislar cepas de Trichoderma spp. a partir de suelos dedicados al

cultivo de lechuga en el Cinturén Horticola de La Plata.



2.1.2  Aislar en medio de cultivo al agente causal de la enfermedad de la
podredumbre de cuello de lechuga (Sclerotinia sclerotiorum).

2.1.3 Evaluar en el laboratorio la capacidad antagdnica de los aislados de
Trichoderma spp. mediante cultivos duales y pruebas de
micoparasitismo de esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum.

2.1.4 Seleccionar las cepas de Trichoderma spp. que presenten los mejores

resultados en las pruebas in-vitro.
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

Para las pruebas de laboratorio se usaron las instalaciones del curso de Fitopatologia de
la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata

(UNLP).
3.2 Aislamientos de Trichoderma spp.

3.2.1 Muestreo

Se trabajé con tres muestras de suelo provenientes de lotes dedicados al cultivo de
lechuga a libre exposicion en la huerta orgénica “La Asuncion” ubicada en la zona de
Abasto, Partido de La Plata, en la Provincia de Buenos Aires. La primera muestra con
antecedentes de la enfermedad (M1) y las dos siguientes, sin registro alguno (M2 y
M3). Cada muestra estuvo compuesta por diez submuestras de suelo, tomadas de los
primeros 10 centimetros de profundidad, las cuales fueron colectadas en bolsas de

polietileno y homogenizadas para su secado.
3.2.2 Preparacion de muestras
Cada muestra fue secada a temperatura ambiente durante tres dias, posteriormente se

destruyeron los terrones grandes mediante aplicacion de fuerza mecénica usando

mortero con el fin de lograr una muestra con estructura homogénea.



3.2.3 Técnica de aislamiento y cultivo de Trichoderma spp

Los aislados de Trichoderma spp. se obtuvieron utilizando la técnica del suelo diluido
(Stocco, 2014) con medio de cultivo selectivo para Trichoderma (TSM) (Elad et al.,
1981 citado por Stocco, 2014):

Se tomaron, de cada una de las muestras de suelo, 5 g que fueron suspendidos en 50 ml
de agua destilada estéril (solucion original). Luego se agitd durante 20 minutos y se
realizaron diluciones seriadas, tomando una alicuota de 1 ml de la suspension que fue
vertida en 9 ml de agua destilada estéril. De las diluciones 1x10y 1x10™* se colocaron
en cajas de Petri, 1 ml de la suspension con 1ml de solucion de pentacloronitrobenceno
(PCNB) (PCNB, 0,2g/100 ml de agua destilada estéril, Terrazan PHD®).
Posteriormente, se prepard y agreg6 el medio de cultivo selectivo para Trichoderma
(TSM) (Anexo 1-1) fundido y enfriado a 50 °C. Se realizaron tres repeticiones por
muestra las cuales fueron incubaron en estufas a 26 °C, durante 5 dias. Aquellas
colonias de Trichoderma spp. que crecieron de manera aisladas fueron repicadas en

medio agar papa glucosa (APG).

3.2.4 Cultivo monospdorico

De cada uno de los aislados obtenidos, se realizaron cultivos monospoéricos para
asegurar que la cepa obtenida correspondiera a un unico genotipo. Para esto se siguio la
metodologia planteada por Valiente y Pavone (2013), consistente en agregar 20 ml agua
destilada estéril sobre la caja de petri con cada una de las cepas sobre medio APG a fin
de obtener una suspension de conidios lo mas diluida posible (50 a 100 conidios/ml).
Dicha suspension se vertid sobre una placa de agar agua (1,6%) descartando de
inmediato el liquido excedente y se incubd durante 18 horas a 25 °C. Después de este
tiempo, se tomaron las cajas y se observaron a través de microscopio con aumento 4x,
donde se lograron identificar los conidios germinados, luego se extrajo la seccion de
agar donde se encontraban usando una aguja, que posteriormente se llevo a una placa

con medio APG y se incubd por 5 dias a 25°C.



Adicional a las cepas aisladas de las muestras, se utilizaron dos aislados provenientes de
la zona horticola de La Plata que fueron aislados a partir de suelo dedicado al cultivo de
tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) y que presentaron potencial biocontrolador del

cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) (Guerrero, 2017).
3.3 Aislamiento del patogeno

3.3.1 Muestreo

Para el aislamiento de Sclerotinia sclerotiorum se colectaron 10 plantas de lechuga
(Lactuca sativa L.) en condiciones de campo con los sintomas caracteristicos de la

enfermedad.

3.3.2 Técnica de aislamiento y cultivo

Se realizé el procedimiento teniendo en cuenta la metodologia usada por Delhey et al.,
(2009) y Aguilar et al. (2015) con el fin de fomentar el crecimiento micelial y la

formacion de esclerocios para posteriormente aislar al agente patogeno:

Se hizo una desinfeccion superficial del tejido afectado (parte del tallo con hojas
bajeras) con hipoclorito de sodio al 2,5% por 2 minutos, ejerciendo agitacion constante.
Posteriormente se realizaron lavados con agua destilada estéril. El tallo y las hojas
fueron secadas con papel absorbente y luego fueron ubicadas en una cdmara himeda, la
cual consistid de un recipiente plastico con tapa con dos toallas de papel absorbente
humedecidas con 20 ml de agua destilada estéril. Las hojas se dejaron dentro de la
camara durante 5 dias a una temperatura promedio de 18 °C. Después de este tiempo, se
extrajeron y desinfectaron las estructuras de resistencia (esclerocios) formadas sobre el
tejido afectado, con hipoclorito de sodio al 2,5% durante 30 segundos, 1 minuto en
alcohol al 70% y 2 minutos en agua destilada estéril. Posteriormente fueron sembrados

en medio de cultivo APG (un esclerocio por caja) (Aguilar et al., 2015).

La determinacion de la especie del agente causal de la podredumbre de cuello en las

plantas de lechuga muestreadas, se realizd mediante el registro de caracteristicas



microscopicas y macroscopicas teniendo las observaciones descritas por Willetts y

Wong (1980) (aspecto y color del micelio, asi como el tamafio y forma de esclerocios).

3.4 Prueba de patogenicidad in planta

Esta prueba tuvo como fin cumplir con los postulados de Koch y determinar la
habilidad del patdégeno para infectar tejido foliar, para esto se siguié la metodologia de

camara humeda:

Se tomaron 8 hojas sanas de lechuga, las cuales fueron sumergidas en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2,5% durante 2 minutos, posteriormente fueron lavadas con agua
destilada estéril. Cada hoja se colocod dentro de camaras himedas que consistié en un
recipiente plastico con toallas de papel humedecidas. Las hojas fueron inoculadas con
discos de 5 mm de APG con micelio del patdogeno obtenido. Se registraron los sintomas

y signos de la enfermedad en las hojas inoculadas durante 15 dias.

3.5 Evaluacion de la capacidad antagonista de Trichoderma spp. in —vitro

3.5.1 Técnica de Cultivos duales en laboratorio: Porcentaje de inhibicion del

crecimiento radial (PICR)

Este ensayo se realizo siguiendo la metodologia propuesta en el estudio de Fernandez y
Suarez (2009). Se colocaron, en un extremo de la caja de Petri de 9 cm con agar papa
glucosa, un disco de medio de cultivo APG de 5 mm de diametro con micelio del agente
patdgeno Sclerotinia sclerotiorum y en el extremo opuesto otro disco de 5 mm con
micelio de las diferentes cepas de Trichoderma spp. a 5 cm aproximadamente entre
ellos. Asimismo, se sembraron en cajas separadas discos de agar de Sclerotinia
sclerotiorum, los cuales correspondian a los testigos; por cada enfrentamiento y testigo
se sembraron tres cajas para tres repeticiones. Posteriormente, se incubaron a 26 °C,
durante 4 dias, haciendo mediciones del crecimiento radial del micelio de las colonias

de los hongos 24 h después de la siembra.



Se evaluo el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) provocado por la

presencia del antagonista empleando la férmula de Ezziyyani et al. (2004):

R1—R2
PICR =

+* 100

donde R1 y R2 son los radios mayor y menor respectivamente de crecimiento radial del

patogeno.

3.5.2 Produccién de esclerocios en cultivo dual

Se hicieron recuentos de numero de esclerocios producidos por el agente patégeno en

los diferentes enfrentamientos y cajas testigo.

3.5.3 Indice de micoparasitismo (MICMO)

Se calcul6 el indice de micoparasitismo haciendo un registro fotografico de cada una de
las cajas de los cultivos duales (enfrentados y testigos) cada 2 dias después del contacto
de los microorganismos (durante 10 dias para un total de 5 observaciones). Las
imagenes fueron analizadas con el software ImageJ® (Martinez et al., 2013) con el que
se determind el area de las colonias del patégeno y antagonista y asi establecer la

capacidad antagdnica segln la escala de la Tabla 1-1 (Ezziyyani ef al. 2004).

Tabla 1-1. Escala de evaluacion de la capacidad antagdnica (micoparasitismo), de

acuerdo a la invasion de la superficie.

Grado Capacidad Antagénica
0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.
1 Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patogeno.
2 Invasién de %2 de la superficie de la colonia hongo patdgeno.
3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patogeno
4 Invasion total de la superficie del hongo y esporulacion sobre ella.




3.6 Seleccion preliminar de cepas de Trichoderma spp.

Se seleccionaron 5 aislados que presentaron i) los mejores valores en el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR), ii) altos valores en la escala del indice de
micoparasitismo (MICMO) para las dos ltimas observaciones (si el antagonista cubre
mas del en un 75% el micelio del fitopatdégeno) y iii) menor numero de esclerocios en

los cultivos duales.

3.7 Micoparasitismo sobre esclerocios

El micoparasitismo se evalud siguiendo la metodologia de Rollan ef al. (1999). Para
esto se sembraron en el centro de cajas de Petri con APG, de forma independiente,
discos de micelio de 5 mm de didmetro de 5 cepas de Trichoderma spp. seleccionadas
de manera preliminar; Los discos fueron extraidos de cajas de Petri con medio de APG
que contenian las diferentes cepas provenientes de los cultivo monosporico, los que

posteriormente fueron incubadas a 26 °C durante 7 dias.

Alrededor de la siembra y a 2 cm de distancia del disco de micelio con Trichoderma se
colocaron 10 esclerocios del aislado del patdogeno Sclerotinia sclerotiorum, los cuales
provienen de cultivos con el mismo medio (APG) mantenidos a 26 °C. Adicionalmente
se sembraron como testigo esclerocios del patdogeno sin los antagonistas. Por cada cepa
de Trichoderma y testigo se realizaron 5 repeticiones. Las cajas fueron incubadas a 26

°C por un periodo de 15 dias para su respectiva evaluacion.

La evaluaciéon comparativa de la actividad micoparasita se determindé mediante la
aplicacion de fuerza mecénica con una aguja de laboratorio sobre los esclerocios de los
diferentes tratamientos y testigo, realizando el conteo de aquellos que presentaron
pérdida en su integridad. Se considerd esclerocio parasitado aquel que estaba blando y

cubierto por abundante esporulacion del antagonista (Rollan ef al. 1999).

3.8 Seleccion final cepas de Trichoderma spp.

De los 5 aislados seleccionados en Seleccion preliminar de cepas de Trichoderma spp.,

se eligieron 2 que presentaron los mayores porcentajes en la variable Micoparasitismo
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sobre esclerocios, los cuales fueron utilizados en los ensayos in-vivo o Pruebas de

invernaculo.

La identificacion de las cepas se hizo de acuerdo a la morfologia, tamafio y patrén de
distribucion de los conidioforos, formas y color de los conidios y presencia o ausencia

de clamisdosporas siguiendo la clave taxonémica de Bisset (1991).

3.9 Analisis de datos

El experimento se desarrolld bajo un disefio experimental completamente al azar. Se
establecieron 22 tratamientos con tres repeticiones, para el andlisis de las variables
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR), produccion de esclerocios en
cultivo dual e indice de micorapasitismo. Para la variable micoparasitismo sobre
esclerocios, se desarrolld un disefio experimental completamente al azar con 6
tratamientos, cada uno con 3 repeticiones. Los datos obtenidos fueron sometidos a
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias Tukey con el

programa estadistico STATISTICA version 8 (StatSoft Inc.).
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislados de Trichoderma spp.

Se lograron aislar 20 cepas de las tres muestras analizadas, las cuales corresponden al
género Trichoderma spp. segun las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de

las colonias (Tabla 1-2) (Fig. 1-1).

Se pudo evidenciar la presencia del hongo antagonista en la totalidad (100%) de las
muestras analizadas (M1, M2 y M3), posiblemente a que el género Trichoderma es un
hongo cosmopolita, habitante natural del suelo (Pineda et al., 2017) especialmente en

aquellos que contienen alta materia organica (Martinez et al. 2013).
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Figura 1-1. Cepas aisladas a partir de suelo

El alto ntimero de cepas de Trichoderma encontrados en las muestras se debe
principalmente al tipo de manejo agronémico que se realiza en la huerta “La Asuncién”
(manejo organico), donde se hacen incorporaciones de materia organica al suelo y no se
usan agroquimicos, lo cual puede favorecer el establecimiento y reproduccién del hongo
antagonista. Liu et al (2008) afirman que dentro de las practicas de manejo
convencional como desinfeccion de suelo (aplicacion de fungicidas e insecticidas), se
afecta a gran parte de los microorganismos que habitan alli debido a su sensibilidad, del
mismo modo, Stirling, (2011) citado por Guerrero (2017) indica que la aplicacion de
agroquimicos afecta las poblaciones microbianas que de manera natural suprimen el

efecto de los patogenos (Ej. Trichoderma).

Tabla 1-2. Registro de los diferentes aislados de Trichoderma spp. empleados en este

estudio.
Repeti
Aislado  Muestra . Localidad Sustrato
cion

T1 Zona horticola Platense Suelo Cultivo de Tomate
T2 Zona horticola Platense Suelo Cultivo de Tomate
T3 Ml 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T4 Ml 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
TS M1 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga

T6 Ml 2 Abasto, Partido de La Plata  Suelo Cultivo de lechuga
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Aislado  Muestra Rfil?eﬁ Localidad Sustrato
ciéon
T7 Mil 2 Abasto, Partido de La Plata  Suelo Cultivo de lechuga
T8 M1 3 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T9 M1 3 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T10 M2 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T11 M2 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T12 M2 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T13 M2 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T14 M2 2 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T15 M2 2 Abasto, Partido de La Plata  Suelo Cultivo de lechuga
T16 M2 2 Abasto, Partido de La Plata  Suelo Cultivo de lechuga
T17 M3 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T18 M3 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T19 M3 1 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T20 M3 2 Abasto, Partido de La Plata  Suelo Cultivo de lechuga
T21 M3 2 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga
T22 M3 2 Abasto, Partido de La Plata ~ Suelo Cultivo de lechuga

4.2 Aislamiento del patogeno

En el medio de cultivo se observd crecimiento del micelio del patdgeno a partir los 2

dias después de la siembra, el cual presentaba color blanco y aspecto algodonoso (Fig.

1-2A); las hifas fueron hialinas y septadas, caracteristica presente en los hongos

pertenecientes al género Sclerotinia (Willetts y Wong, 1980). Al cabo de 7 dias,

después de la colonizacion total del medio, 1) se formaron agrupaciones de hifas que

produjeron una masa blanca, ii) hubo una mayor agregacion que permitié6 aumentar su

tamafio y iii) dias después tomaron un color negro, posiblemente debido al deposito de

melanina en las células de la corteza periférica que dan paso a esclerocios maduros (Fig.

1-2B). Estos eventos coinciden con las etapas de desarrollo de esclerocios descriptas por

Bolton ef al. (2006) y Willetts y Wong (1980).
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Figura 1-2. Esclerocios producidos por Sclerotinia sclerotiorum.

La principal caracteristica que permite diferenciar las especies de Sclerotinia que causan
la podredumbre del cuello en lechuga es el tamafio y forma de los esclerocios (Ekins et
al., 2005). En esta investigacion se observo una produccion promedio de 17 esclerocios
por caja de Petri, los cuales presentaron un tamano promedio de 3,4 mm de largo y 2,18
mm, con forma irregular a eliptico (Fig. 1-2); caracteristicas que concuerdan con la
descripcion que hace Laemmlen (2001) de S. sclerotiorum quien indica que este
patogeno presenta esclerocios mas grandes (2 a 10 mm de diametro) que los de S.
minor, tienen superficie lisa y de forma irregular (usualmente semiesféricos y/o
alargados). Mientras que los esclerocios de S. minor son pequefios (0,5 a 2,0 mm de
diametro), rugosos, angulares y mas numerosos que los de S. sclerotiorum (> 100

dependiendo de las condiciones de crecimiento) (Willetts y Wong, 1980).

4.3 Prueba de patogenicidad en planta

Se observaron sintomas de la enfermedad después de los 7 dias de inoculacion; las hojas
presentaron manchas marrones alrededor de la zona donde se dispuso el disco de agar
con micelio del patdégeno. A los 13 dias se pudo evidenciar una podredumbre acuosa
generalizada en el tejido con abundante micelio blanco algodonoso. Después de los 17
dias de la inoculacion del patdogeno se observo micelio blanco algodonoso que
posteriormente dio paso a la formacion de esclerocios, los cuales eran de gran tamaiio

(>3 mm) de forma irregular, compactos y de color negro (Fig. 1-3).
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13 dias después de inoculacion 17 dias después de inoculacion

Figura 1-3. Desarrollo de la podredumbre sobre las hojas de lechuga inoculadas con
Sclerotinia sclerotiorum

Los sintomas descritos son tipicos de especies del género Sclerotinia asociados a la
podredumbre de la lechuga (S. sclerotiorum y S. minor) y concuerdan con las
descripciones realizadas por distintos autores. Koike y Davis (2009) indican que a
medida que estos hongos colonizan el tejido huésped producen lesiones de color café
palido. Posteriormente hay una pudriciéon blanda en las hojas y finalmente toma un
aspecto de masa gelatinosa o viscosa (Subbarao, 1998) que bajo condiciones de alta
humedad forma un micelio blanco y se producen esclerocios (Laemmlen, 2001), los
cuales segin Messiaen y Lafon (1968) citados por Pérez ef al. (2009) son inicialmente
blancos, del color del micelio que los origina, y después toman una coloracion grisacea
hasta quedar negros por completo (Fig. 1-3) con un tamafio promedio entre 2 a 10 mm

de diametro con superficie lisa y forma irregular.

Teniendo en cuenta los sintomas y las caracteristicas de los esclerocios producidos se

puede inferir que el agente causal aislado e inoculado es Sclerotinia sclerotiorum.
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4.4 Evaluacion de la capacidad antagonista de Trichoderma spp. in —vitro

4.1 Técnica de Cultivos duales en laboratorio: Porcentaje de inhibicidn del crecimiento

radial (PICR)

Se pueden evidenciar diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (p<0,01) (Anexo 1-2 y 1-3) entre las diferentes cepas con una amplia
variacion que va desde 4,08% al 45,65%. Los valores promedio mas altos e iguales
estadisticamente, se encontraron en las cepas T17 (45,65%) seguido por las cepas T21,
T22 y T15 (45,25%, 41,53% y 39,05 respectivamente) (Tabla 1-3), los cuales presentan

potencial por su mayor capacidad inhibitoria.

Tabla 1-3. Datos promedio para la variable porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial (PICR) en los diferentes aislados a las 48 horas después de siembra. Valores con

la misma letra no difieren entre si segtn el Test de Tukey.

Valor promedio de

Aislado PICR
T1 16,43 b
T2 21,51 b
T3 7,32 a
T4 5,40 a
T5 2424 b
T6 4,08 a
T7 38,09 ¢
T8 19,01 b
T9 14,38 a
T10 16,33 b
TI1 13,05 a
T12 29,08 ¢
T13 19,49 b
T14 21,79 b
T15 39,05 cd

Tl6 20,36 b
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Valor promedio de

Aislado
PICR
T17 45,65 d
TI18 27,74 be
T19 14,76 a
T20 7,55 a
T21 45,25 d
T22 41,53 d

En el estudio realizado por Garcia et al. (2012) encontraron diferencias significativas en
un amplio rango de valores de porcentaje de inhibicion del crecimiento de Sclerotinia
spp. en presencia de Trichoderma que van desde 0,08% (cepa TL6) hasta 88% (TXS).
Matroudi et al. (2009) indican que, en cultivo dual, aislados de S. sclerotiorum (S1 'y
S2) presentaron alta inhibicion del crecimiento con valores de 85-93% respectivamente
cuando fueron enfrentados a 7. atroviride. Mientras que Zivkovi¢ et al, (2016)
muestran que 7. harzianum manifestdé un fuerte antagonismo contra los aislados LS-1,
LS-2, LS-3 y LS-4 de S. sclerotiorum donde el porcentaje de inhibicion de crecimiento

radial fue de 71%, 68%, 65%, y 63% respectivamente.

Las diferencias obtenidas para la capacidad de inhibicion entre las cepas de
Trichoderma sp. pueden estar relacionadas con el hecho de que los aislados podrian
pertenecer a distintas especies, evidenciado por las caracteristicas macroscopicas como
el patron de color y crecimiento, asi como a los mecanismos de inhibicion (Garcia ef al.,
2012), aunque se ha demostrados que existe gran diversidad entre cepas de la misma
especie, por lo que la eficiencia del control del hongo antagonista depende de atributos

de aislados particulares (Howell, 2006).

Del mismo modo, Amin ef al., (2010) indican que la alta velocidad de crecimiento del
antagonista es un factor importante que puede influir en la capacidad antagoénica del
aislado. Ibarra et al. (2010) reportan diferencias en las tasas de crecimiento de las cepas
evaluadas de Trichoderma sp. las cuales fueron, a su vez, mas altas que Sclerotinia spp.
a pesar de ser catalogado como patdégeno agresivo, lo cual le daria una ventaja
importante en la competencia con los hongos patégenos por el espacio y los nutrientes

(Cook y Baker 1989; Deacon y Berry 1992 citados por Matroudi et al. 2009), al
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permitirle colonizar de manera mas eficiente el sustrato (Infante et al, 2009). Es por
esto, que cepas que presenten un rapido crecimiento respecto al patogeno S.
sclerotiorum pueden llegar a presentar los valores mas altos de PICR. Después de 48
horas de siembra (segunda evaluacion) la totalidad de las cepas evaluadas entraron en
contacto con la colonia del patdégeno, resultado que coincide con las observaciones de
Arzate et al. (2006) citados por Calvo et al., (2012) quienes encontraron en su estudio
que Trichoderma 'y diversos patdgenos (M. fijiensis, R. solani, Sclerotium rolfsii Sacc.)
entran en contacto entre uno y tres dias después de establecida la prueba de cultivos
duales, caracteristica deseable en un antagonista, ya que cuando menor sea este valor
(dias de contacto), implicard una mayor agresividad por parte del antagonista (Calvo et

al., 2012).

Sumado a la velocidad de crecimiento, los bajos valores también pueden deberse a los
diferentes mecanismos de accion de cada una de las cepas Trichoderma sp. asi como su
especificidad frente al hongo patdgeno, por lo que pueden existir aislados que sean mas
eficientes para el control de un patdogeno que de otro (Martinez ef al., 2013); Dentro de
los posibles mecanismos de accidon se encuentran la competencia por espacio y/o

nutrientes, la antibiosis o micoparasitismo (Saba Banday et al., 2008).

4.2 Produccion de esclerocios en cultivo dual

El ntmero de esclerocios producidos por Sclerotinia sclerotiorum durante la
confrontacion con las diferentes cepas mostré diferencias significativas (p<0,01)
(Anexo 1-4) y seglin la prueba de Tukey se evidencian tres agrupamientos (Anexo 1-5);
el primero abarca el 90,90% de las cepas analizadas con valores entre 0,33 y 3
esclerocios, el segundo comprende dos cepas (T1 y T6) con valores de 5,33 y 5,67
esclerocios respectivamente y por ultimo el tratamiento testigo quien presentd un valor

promedio de 16,33 esclerocios (Tabla 1-4).
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Tabla 1-4. Valores promedio de los esclerocios producidos por el aislado de Sclerotinia
sclerotiorum enfrentado con diferentes cepas de Trichoderma spp. Valores con la misma

letra no difieren entre si segtin el Test de Tukey.

Esclerocios de Sclerotinia

Aislado
sclerotiorum
T1 533 b
T2 2,67 a
T3 2,67 a
T4 3,00 a
TS 3,00 ab
T6 5,67 b
T7 0,67 a
T8 0,67 a
T9 2,00 a
T10 0,67 a
T11 0,67 a
T12 1,33 a
T13 0,33 a
T14 1,33 a
T15 0,67 a
T16 1,33 a
T17 0,67 a
T18 1,33 a
T19 1,33 a
T20 2,00 a
T21 1,67 a
T22 1,00 a
Sclerotinia 1633 ¢

sclerotiorum
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Durante algunos enfrentamientos se evidencio la formacion de esclerocios en la
periferia de la colonia, los cuales tenian forma irregular (deformaciones) y presentaban
un menor tamafio en comparacion al testigo, observaciones similares a las obtenidas por
Ibarra (2010), quien mostrd en su estudio un retraso en la produccion y numero de
esclerocios en presencia del hongo antagonista. Menéndes (1996) indica en su estudio
que ninguno de los aislados suprimi6 por completo la formacién de esclerocios, siendo
el mejor un aislado de 7. koningii con una reduccion del 83,4%. En este caso veinte de
las veintidos cepas analizadas mostraron una reduccion en la formacion de estructuras

de resistencia superior al 82%.

4.3 Indice de micoparasitismo (MICMQ)

Se evidenciaron diferencias significativas en las 5 observaciones realizadas en esta
variable (p<0,01) (Anexo 1-6). Al final de la evaluacion (Obs 5), segin la prueba
Tukey, los aislados T7, T8, T15, T17, T21 y T22 fueron estadisticamente iguales entre
si y superiores a los demads aislados, cuyos valores estuvieron por encima de 93,92%,
posicionandolos como cepas promisorias con potencial de control. Los demas

tratamientos presentaron valores que va desde 42,90% a 93,92%.

Para la escala propuesta se puede evidenciar que los valores fueron ascendiendo a
medida que aumentaba el tiempo de las observaciones, lo que parece indicar que todas
las cepas tuvieron la capacidad de crecer y sobreponerse sobre el micelio del agente
patogeno, resultados que coinciden con los reportes de Durman (2003), quien determiné
que dicho evento predominé en las cepas de Trichoderma sp. evaluadas y establecio
como mecanismo de biocontrol, el micoparasitismo. En la observacion 1, el 100% de
los aislados son iguales estadisticamente, para las observaciones del 2 al 4 la prueba
Tukey indica, que para la altima (observacion 5), los aislados T7, T8, T15, T17, T21 y
T22, se diferenciaron estadisticamente del resto por que lograron una mayor inhibicién

“in vitro” de la cepa de Sclerotinia sclerotiorum cuyos valores superaron el 93,92%.
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Tabla 1-5. Valores promedio de porcentaje de micoparasitismo y valores segun escala

evaluada. Valores con la misma letra no difieren entre si segin la prueba deTukey.

Valores promedio de porcentaje

Escala propuesta

Als Obs 1 Obs 2 Obs 3 Obs4  ObsS5 Obs1 Obs2 Obs3 Obs4 ObsS
T1 15,18 a 26,80 a 30,11 a 3567 a 4290 a 1,00 a 1,33 a 2,00 a 2,00 a 2,00 a
T2 1497 a 28,75 a 3937 a 4526 a 50,16 b 1,00 a 2,00 ab 2,00 a 1,67 a 2,33 a
T3 2584 a 5512 b 77,00 ¢ 8517 ¢ 90,73 d 2,00 a 2,67 b 3,00 b 3,00 b 3,00 b
T4 1947 a 37,56 a 53,08 b 71,36 b 90,58 d 1,00 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,00 b
TS 21,57 a 4291 a 6090 b 7293 b 82,55 ¢ 1,00 a 233 b 3,00 b 3,00 b 3,00 b
T6 16,80 a 27,82 a 38,62 a 41,40 a 4852 b 1,00 a 2,00 ab 2,00 a 2,00 a 2,00 a
T7 3047 b 37,56 a 5937 b 76,67 b 9545 ¢ 2,00 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 4,00 ¢
T8 23,76 a 39,56 a 56,60 b 76,71 b 93,92 de 1,33 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,67 ¢
T9 22,65 a 41,56 a 5758 b 79,41 b 88,52 d 1,33 a 2,00 ab 2,67 ab 3,00 b 3,00 b
Ti10 1648 a 3236 a 5280 b 76,58 b 89,07 d 1,00 a 2,00 ab 2,33 ab 3,00 b 3,00 b
T11 16,11 a 30,64 a 4522 a 7045 b 89,01 d 1,00 a 2,00 ab 2,33 ab 3,00 b 3,00 b
Ti12 2142 a 3958 a 5569 b 7837 b 90,05d 133 a 1,67 a 2,67 ab 3,00 b 3,00 b
T13 17,20 a 32,04 a 49,26 a 71,35 b 90,00 d 1,00 a 2,00 ab 2,67 ab 3,00 b 3,00 b
Ti14 23,06 a 4225 a 61,11 b 77,53 b 89,46 d 133 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,00 b
T15 2294 a 4225 a 59,01 b 82,02 bc 96,47 e 1,00 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,67 ¢
Ti6 16,15 a 34,770 a 57,04 b 7591 b 8843 d 1,00 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,00 b
T17 23,54 a 3589 a 6392 b 8441 ¢ 9693 e 1,33 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 4,00 ¢
Ti18 19,79 a 3991 a 61,01 b 76,09 b 8222 ¢ 1,00 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,00 b
T19 21,44 a 4081 a 5441 b 72,07 b 83,05 ¢ 1,33 a 2,00 ab 2,67 ab 3,00 b 3,00 b
T20 22,56 a 43,08 a 59,68 b 79,65 b 85,71 ¢ 1,33 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 3,00 b
T21 16,77 a 43,35 ab 70,37 bc 89,01 ¢ 99,02 e 1,00 a 2,00 ab 3,00 b 3,00 b 4,00 ¢
T22 27,53 ab 49,77 b 72,29 ¢ 87,66 ¢ 98,65 ¢ 2,00 a 233 b 3,00 b 3,00 b 400 c

En este estudio se encontré que sélo seis de las veintidds cepas analizadas presentaron

crecimiento sobre

casi la totalidad del agente patogeno y presencia de esporulacion

(grado 4 en la escala). Estos resultados son similares a los obtenidos por Sudrez et al.

(2008) quienes encontraron que tan solo el 25% de las cepas utilizadas lograron

micoparasitismo grado 4 frente a Fusarium solani. Por otra parte, Astorga et al., (2014)
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encontr6 un aislamiento de 7richoderma sp. con valor de 4 en la escala cuando fueron
enfrentados contra Penicillium sp. y Sclerotium cepivorum, que lo califica como
potencial biocontrolador. Asimismo, Hoyos et al. (2008) al evaluar Trichoderma sp. de
diferentes especies frente a Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani, obtuvieron un 100 %
de micoparasitismo (totalidad de la superficie del patogeno cubierto por el antagonista)
en la gran mayoria de las cepas evaluadas. De modo que el principal hallazgo de esta
investigacion fue que no todas las cepas de Trichoderma spp. tienen la misma eficiencia
en el control del patégeno. Por lo tanto, se demostrd que el trabajo de seleccion es

necesario.

Durante las mediciones se pudo observar que la mayoria de las cepas evaluadas
crecieron a través de la colonia del hongo patdégeno en diferentes proporciones,
evidenciado por los distintos valores de la escala (Tabla 1-5) y en algunos casos se
observaron coloraciones marrones en la zona de contacto que posteriormente fueron
aumentando a medida que avanzaba la colonizacion del medio por parte del antagonista
(Fig. 1-4). Esta situacion puede deberse a la interaccion de las hifas de Trichoderma y
hongo patdgeno, en la cual muy posiblemente estd involucrado el micoparasitismo;
Trutmann y Keane (1990) encontraron que 7. koningii presentd crecimiento extenso
dentro de hifas de S. sclerotiorum sin produccion de estructuras de infeccion
especializadas, pero en etapas posteriores del parasitismo se produjo cambio de
coloracién y posteriormente esporulacion sobre restos de hifas de S. sclerotiorum 'y por

consiguiente valores de 4 segun la escala de Ezziyyani et al. (2004).

Figura 1-4. Ejemplo de micoparasitismo en algunas cepas evaluadas

Las coloraciones marrones evidenciadas en las diferentes cajas con los distintos aislados
corresponden a pigmentos meldnicos, los cuales estdn asociados a menudo con
condiciones de estrés, en este caso por la presencia del antagonista, con su consecuente

accion antibiotica y micoparasitica (Durman, 2003). Estos pigmentos parecen proteger a
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las células fungicas de la lisis y de la degradacion quimica y microbioldgica
(Bioomfield y Alexander 1967 citado por Durman, 2003). Vale la pena resaltar que
estos resultados deberan ser confirmados con estudios microscopicos de la zona de

interaccion.

Al realizar una correlacion entre las variables PICR y MICMO, no se observo
significancia para las primeras dos observaciones (MICMOI1 y MICMO 2), pero para
las siguientes 3 (MICMO 3, 4 y 5) se presentd un bajo valor positivo y significativo, lo
que hace evidente que no es necesario alcanzar altos valores de PICR para parasitar de
forma eficiente el micelio de Sclerotinia sclerotiorum (Tabla 1-6). En caso particular, se
pudo observar que cepas como T3, T4, y T6 quienes presentaron valores de PICR
menores a 10, lograron un valor de 90,73, 90,58 y 85,71 en el porcentaje de

micoparasitismo (Tabla 1-5).

Tabla 1-6. Valores de la correlacion de las variables porcentaje de inhibicion de

porcentaje radial (PICR), Porcentaje de micoparasitismo (MICMO) y su significancia.

MICMO p MICMO p MICMO p MICMO p MICMO p
1 valor 2 valor 3 valor 4 valor 5 valor
PICR 0,23 0,062 0,14 0,26 0,36** 0,003 0,40** 0,0008 0,37** 0,002

Hoyos et al. (2008) observaron que la tasa de crecimiento del fitopatdgeno no afectaba
la actividad micoparasitica de las especies de Trichoderma sp., afirmaciéon que coincide
con los estudios de Cundom et al. (2002), quienes sefialan que, en el micoparatismo, la
tasa de crecimiento no es obstaculo para discriminar el buen potencial antagénico de los
antagonistas, ya que cepas con bajo crecimiento pueden parasitar de igual manera el

micelio del hongo patdégeno (como en el caso de las cepas (T3, T4, y T6) .

4.5 Seleccion preliminar de cepas de Trichoderma spp.

Se seleccionaron las 5 mejores cepas usando como criterio, primero, los valores mas
altos para las variables porcentaje de inhibicién del crecimiento radial, seguido por
indice de micoparasitismo, y por ultimo las que presentaron un menor numero de
esclerocios producidos en la prueba de enfrentamiento, ya que para esta ultima variable

20 aislados presentaron el mismo comportamiento estadisticamente (Tabla 1-7). Los
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aislados seleccionados fueron T7, T15, T17, T21 y T22, siendo las ultimas cuatro cepas
procedentes de suelos sin antecedentes de la enfermedad.
Tabla 1-7. Resumen de los valores promedio mas altos en las variables Porcentaje de
inhibicidn de crecimiento radial (PICR), Numero promedio de esclerocios en dual,
Porcentaje de reduccion en formacion de esclerocios y Porcentaje de micoparasitismo

en dual (MICMO)

Porcentaje Porcentaje de micoparasitismo en dual

de Numero (MICMO)

Porcentaje de
inhibicion  promedio
reduccion en

Aislados de de
formacion de
crecimiento esclerocios Obs.1 Obs.2 Obs.3 Obs.4 Obs.5
esclerocios
radial en dual
(PICR)
T7 38,09 0,67 96 30,47 37,56 59,37 76,67 95,45
T15 39,05 0,67 96 22,94 42,25 59,01 82,02 9647
T17 45,65 0,67 96 23,54 35,89 63,92 8441 9693
T22 41,53 1,00 94 27,53 49,77 72,29 87,66 98,65
T21 45,25 1,67 90 16,77 43,35 70,37 89,01 99,02

Algunos autores indican que las pruebas in vitro no necesariamente representan el grado
de antagonismo y de control en condiciones de campo, por lo que se hace necesario
tener en cuenta la interaccion con las plantas para determinar la efectividad de un buen
aislado (Hoyos ef al., 2012) pero estos resultados pueden ser guia para identificar cepas
potenciales en el control del patogeno y reducir el nimero de aislados en condiciones de

campo (proceso de “screening”).

4.6 Micoparasitismo sobre esclerocios

En esta prueba se pudo evidenciar que la mayoria de las cepas evaluadas lograron
colonizar y esporular sobre los esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum (p<0,01) (Figura
1-5) (Anexo 1-7). Del mismo modo se pudo observar que muchos de los esclerocios
usados fueron parasitados; los mejores valores fueron para las cepas T15, T17 y T22

(estadisticamente iguales) (p<0,01) (Anexo 1-8), donde los esclerocios que presentaron
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pérdida en su integridad equivalen al 43,33%, 33,33% y 36,67% respectivamente,
comparados con los testigos quienes eran compactos y duros al tacto (0%) (Tabla 1-

8)(Fig. 1-5).

Tabla 1-8. Valores promedio del micoparasitismo de esclerocios (esclerocios

parasitados y colonizados). Valores con la misma letra no difieren entre si segun el Test

de Tukey.
Aislamiento Valor promedio del porcentaje de Valor promedio del porcentaje
esclerocios parasitados de esclerocios colonizados
Sclerotinia sclerotiorum 0,00 a 0,00 a
T7 13,33 b 100,00 b
T15 4333 ¢ 100,00 b
T17 33,33 ¢ 96,67 b
T21 23,33 b 100,00 b
T22 36,67 c 100,00 b

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Monaco et al., (1998) donde las
cepas de Trichoderma sp. evaluadas fueron capaces de esporular sobre los esclerocios
Sclerotina sclerotiorum y destruirlos en un 30%, 26% y 22% para T. koningii. T.
harzianum y Gliocladium roseum respectivamente, a los 30 dias después de iniciada la
prueba. Vale la pena aclarar que dichos valores aumentaron y fueron superiores al 80%
después de los 90 dias, por lo que se puede esperar que las cepas analizadas en este

ensayo puedan llegar a presentar valores similares si se alarga el periodo de evaluacion.

A pesar de que todas las cepas de Trichoderma spp. fueron capaces de crecer y
esporular sobre los esclerocios del patogeno, no todos los esclerocios evaluados estaban
parasitados, lo cual se atribuye principalmente a que algunas especies de Trichoderma
sp. son capaces de parasitar esclerocios, pero su efectividad depende de la cepa del
antagonista, afirmacién que coincide con los reporte de Hoyos et al. (2008) quienes
asegura que diversas especies de Trichoderma han sido reportadas como antagonistas en
hongos formadores de esclerocios y es claro que son atributos de aislados particulares,

no de especies.
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Los esclerocios que perdieron su consistencia se caracterizaron por ser blandos y
acuosos con dafos severo en su estructura (Fig. 1-5) observaciones similares a las
reportadas por Ibarra et al. (2010) quienes evidenciaron que algunas estructuras de
esclerocios fueron huecas, blandas o desintegradas por la actividad de las 10 cepas del

hongo antagonista, asimismo, se observaron variaciones en el tamafio de los esclerocios.

La pérdida de integridad de los esclerocios se debe a la accién que tiene el hongo
antagonista sobre las estructuras de resistencia del patégeno; Se ha demostrado que
Trichoderma puede ser un micoparasito destructivo de S. sclerotiorum, posiblemente
por la secrecion de B-1,3 glucanasa, enzima que degrada las paredes celulares de la
masa de micelio que conforma el esclerocio posibilitando la penetracion de las hifas de
Trichoderma y posterior destruccion (Arias et al., 2007). De manera similar, Bolton et
al. (2006) indican que la estructura interna de los esclerocios tiene una matriz de
fibroides que consiste en carbohidratos, principalmente B-glucano y proteinas, por lo
que la degradacion de esclerocios por parte del antagonista puede deberse en parte a la

liberacion de glucanasas.

La importancia ecologica del micoparasitismo de esclerocios es que no solo se destruye
la estructura, sino que también se puede prevenir significativamente la germinacion de
los esclerocios en condiciones de campo (Ibarra et al., 2010). Del mismo modo, al
tratarse de una enfermedad monociclica la destruccion de las estructuras de resistencia

reduce la fuente de indculo primario para nuevas infecciones (Adams y Ayers, 1979).

Aislado Esclerocios Colonizados Esclerocios parasitados

T7
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Aislado Esclerocios Colonizados Esclerocios parasitados

T15

T17

T21

T22

Figura 1-5. Prueba de micoparasitismo de esclerocios y esclerocios parasitados por las

5 cepas seleccionadas y evaluadas.
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4.7 Seleccion final de las cepas de Trichoderma spp.

Los aislados seleccionados fueron las cepas T15 y T22 segun los resultados de
micoparasitismo de esclerocios, ya que sumado con los resultados en las variables
evaluadas los convierten en cepas promisorias para el biocontrol de S. sclerotiorum en

condiciones semicontroladas o de invernaculo.

Las cepas T15 y T22 se caracterizaron por un crecimiento rapido de micelio blanco
algodonoso sobre medio de cultivo APG (4 dias de siembra cubria el 90% de la caja de
Petri) con hifas septadas e hialinas, que desarrollaron un color verde claro u oscuro
(para T22 y T15 respectivamente) producto del proceso de esporulacion o conidiacion,
el cual se produjo en pequefios manchones (para T15) y del centro de la colonia hacia la

periferia o margen del medio de cultivo (para T22) con textura aterciopelada.

A nivel microscopico, las cepas se caracterizaron por presentar conidios globosos o
subglobosos dispuestas sobre fidlides terminales, las cuales presentaron forma de botella
(alargadas y ensanchadas hacia la base), formando el conidi6foro piramidal. De acuerdo
a las claves taxonomicas propuestas por Bisset (1991) se pudo determinar que los
aislados seleccionados corresponden a la seccion Pachibasium, ademds estas
caracteristicas coinciden con los rasgos propios de las especies agregadas de

Trichoderma harzianum.

Estas especies agregadas se definen como agregaciones de especies morfolégicamente
muy similares y dificilmente separables (Bisset, 1991) por lo que la taxonomia basada
en caracteres morfologicos no permite una identificacion adecuada de las especies del
género, ya que las dimensiones de los caracteres continuos se superponen en sus medias
desviacion estandar y, por lo tanto, no permiten la discriminacion de especies (Chaverri
et al., 2015). Es por ello que la introduccion de técnicas moleculares tiene una funcién
decisiva en la identificacion y clasificacion de las especies de Trichoderma (Martinez et
al, 2013). Chaverri et al. (2015) sugiere que, en la mayoria de los casos, la tinica forma
confiable de identificar una especie de este complejo es con secuencias TEF1, lo cual
coincide con los reportes Martinez et al. (2013) de quienes indicaron en su estudio que
la secuenciacion del factor de elongacion de diferentes aislados de Trichoderma facilito

la identificacion de especies.
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Por tal motivo esta investigacion ofrece una identificacion parcial de las cepas que
presentaron potencial de biocontrol en este patosistema, pero en un futuro se tendran
que hacer mas estudio a nivel de campo y laboratorio para evaluar su comportamiento
frente a otros patégenos, y en caso de observar un buen comportamiento se procedera a

aplicar dicha técnica molecular (TEF1) para su plena identificacion.
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6.1 Anexo 1-1. Composicion del medio selectivo para Trichoderma (TSM) para un litro

de preparacion:

Reactivo Cantidad
Nitrato de Amonio (NO3;NHa) 1,00 g
Fosfato acido de potasio (K;HPOs) 0,90 g
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4* 7H,O) 0,20 g
Cloruro de potasio (KCI) 0,15¢
Cloranfenicol 025¢g
Rosa de bengala 0,15¢
Glucosa 3,00 g
Agar 20,00 g
Agua destilada estéril 1,00 L

6.2 Anexo 1-2. Anova para la variable de porcentaje de inhibicion de porcentaje radial

(PICR)

Univariate Tests of Significance for PICR (Datos PICR .sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept | 33021,58 1 33021,5€8 2309,941 0,00
Cepa 10227 ,81 21 487,04 34,070 0,00
Error 629,00 44 14,30
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6.3 Anexo 1-3. Test de Tukey para la variable de porcentaje de inhibicion de porcentaje

radial (PICR)

Tukey HSD test; variable PICR (Datos PICR.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 14,295, df = 44,000

Cell No.

PICR 11234 | 56| 7| 8
Mean

6

4

3

20

11

9

19

10

1

8

13

16

2

14

5

18

12

7

15

22

21

17

4,08249 **
5.30734 o e

7,31817 dkkk  kkkk | dkkk

755007 e e e
13,04585 dkkk | kkdkk | dokkk | kkksk
14,37749 dkkk | kkdkek | dekkk | skekkek

PR R ———
16.33100 | weex wwow o
16,42930 Fkdkk | dekkk | kkkk kkdk

19.01207
19.49070

20 36004
2150677

21 ,78583 kkkk | kkkok | kkkdk

24,241 68 dkkdk | kkdkk | kkdkdk

27 74481
2908417
38,08962 dkdkde  kdkdek
3005416
41,53451
45,24967
45,64618

6.4 Anexo 1-4. Anova para la variable produccion de esclerocios en cultivo dual.

Univariate Results for Each DV (Datos Esclerocios.sta)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Esclerocio |Esclerocio | Esclerocio |Esclerocio
Effect SS MS F o]
Intercept 660,056  660,0556 633,6533 0,00
Cepa 1291,944 56,1715 53,9246 0,00
Error 50,000 1,0417
Total 1341,944




6.5 Anexo 1-5. Test de Tukey para la variable produccion de esclerocios en cultivo

dual.

Tukey HSD test; variable Esclerocio (Datos Esclerocios.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 1,0417, df = 48,000
Cepa Esclerocio | 1 2| 3

Cell No. Mean

8 T13 0,33333 *xx

2 T7] 0,66667 ***

5 T10 0,66667 ***

6 T11 0,66667 ***

11 T17] 0,66667 ***

4 T9 0,66667 ****

3 T8 0,66667 ****

12 T22 1,0000C] ****

17 T16 1,33333) ****

9 T14 1,33333) ****

7 T12 1,33333) ****

13 T18 1,33333) ****

14 T19 1,33333) ****

16 T21 1,66667 ****

15 T20 2,0000C ***>

10 T15 2,0000C ***>

19 T2 2,86667 *Irx e

20 T3 2 BBGET rrrx wawx

21 T4 3,0000C *rxx xwax

22 T5 3,0000C *xxx xwsx

18 ™ 5,333332 il

1 T6 566667 il

24 TESTIGO 2| 15,66667 il

23 TESTIGO 1| 17,0000C il

6.6 Anexo 1-6. Anovay pruebas Tukey para la variable indice de micoparasitismo

(MICMO)

Univariate Results for Each DV (Datos MICMO.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of Obs1 Obs1 Obs1 Obs1
Effect Freedom S8 MS F p
Intercept 1] 28320,00 28320,00 1242916 0,00000C
Cepa 21 1121,11 53,39 2,343 0,008654
Error 44| 1002,55 22,79

Total 65 2123,65




Tukey HSD test; variable Obs1 (Datos MICMO)
Homogenous Groups, alpha =,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 22,785, df = 44,000

Cepa | Obs1 1| 2

Cell No. Mean

2 T2[ 14,96698  ****
1 T1( 15,18438  ****
11 T11( 16,11390 & ****
16 T16| 16,14932  ****
10 T10| 16,48359 @ ****
21 T21( 16,77395 | ****
6 Te[ 16,80489  ****
13 T13|[ 17,19730 | ****
4 T4[ 19,47089  ****
18 T18|| 19,78693 & ****
12 T12|[ 21,41928 | ****
19 T19|| 21,43982 | ****
5 T5|[ 21,57182 | ****
20 T20| 22,55988 @ ****
9 T9| 22,64670 | ****
15 T15|| 22,94443 | ****
14 T14| 23,05922  ****
17 T17| 23,53792  ****
8 T8[| 23,76292  ****
3 T3[ 25,84052  ****
22 T22|| 27,53497 | ****| *x**
7 T7( 30,46961 il

Univariate Results for Each DV (Datos MICMO.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Obs2 Obs2 Obs2 Obs?2

Effect SS MS F p
Intercept | 97205,24 97205,24 2807,184 O.OODOOCJ|
Cepa 3072 ,8€ 146,33 4 226 0,00002§
Error 1523,6C 34,63

Total 4596,4€
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Tukey HSD test; variable Obs2 (Datos MICMO)
Homogenous Groups, alpha =,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 34,627, df = 44,000
Cepa | Obs2 1| 2
Cell No. Mean
1 T1][ 26,80361 | ****
6 T 27,82101 | ****
2 T2 28,74506 | ****
11 T11( 30,64096  ****
13 T13[ 32,04443 | ****
10 T10[ 32,36103 | ****
16 T16[ 34,70099 | ****
17 T17| 35,88787 | ****
7 T7|[ 37,56279 | ****
4 T4|[ 37,56419 | ****
8 T8 39,55760 | ****
12 T12| 39,58455 | ****
18 T18[ 39,91343 | ****
19 T19| 40,80770 | ****
9 T9[ 41,56307 | ****
15 T15|| 42,25219 | ****
14 T14| 42,25357 | ****
5 T5[ 42,90801 | ****
20 T20[ 43,08269  ****
21 T21(| 43,34977 | ****| ****
22 T22|| 49,76838 o
3 T3| 55,12470 i
Univariate Results for Each DV (Datos MICMO.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Obs3 Obs3 Obs3 Obs3
Effect SS MS F p
Intercept | 207798,3 207798,2 5447 142 0.00000CJ,
Cepa 7562,1 360,1 9,439 0,00000d
Error 1678,5 38,1
Total 9240,6




Tukey HSD test; variable Obs3 (Datos MICMO)
Homogenous Groups, alpha =,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 38,148, df = 44,000
Cepa | Obs3 112 |3
Cell No. Mean
1 T1][ 30,10522 | ****
6 T6| 38,61954 | ****
2 T2 39,36970 | ****
11 T11[| 45,21585 | ****
13 T13[ 49,25960 | ****
10 T10|| 52,80395 o
4 T4|[ 53,07685 o
19 T19|| 54,41338 b
12 T12|| 55,69181 b
8 T8 56,60198 b
16 T16( 57,04380 b
9 T9| 57,58447 Ak
15 T15|| 59,01325 e
7 T7( 59,37277 b
20 T20|| 59,67626 b
5 T5[ 60,8974 b
18 T18|| 61,00774 o
14 T14{ 61,10937 i
17 T17| 63,92428 o
21 T21( 70,37013 i M
22 T22|| 72,28607 R
3 T3 77,00090 EE
Univariate Results for Each DV (Datos MICMO.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Obs4 Obs4 Obs4 |Obs4
Effect SS MS F p
Intercept | 351577.€ 351577, 19671.1¢F 0.00]
Cepa 125927 5997 33,55 0,00|
Error 7864 17.9
Total 13379,1




Tukey HSD test; variable Obs4 (Datos MICMO)
Homogenous Groups, alpha =,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 17,873, df = 44,000
Cepa | Obs4 112 |3

Cell No. Mean

1 T1|[ 35,67229 | ****

6 T 41,40346 | ****

2 T2 45,26018 | ****

11 T11| 70,45205 e

13 T13|| 71,35173 o

4 T4 71,35768 o

19 T19|| 72,07401 o

5 T5|| 72,92500 o

16 T16|| 75,90691 b

18 T18|| 76,09458 b

10 T10]| 76,57935 b

7 T7| 76,67333 b

8 T8| 76,70919 o

14 T14|| 77,53065 b

12 T12|| 78,36904 i

9 TS| 79,40812 Rk

20 T20| 79,65408 o

15 T15| 82,02090 R Hw

17 T17| 84,41305 R

3 T3 85,16726 o

22 T22|| 87,65610 R

21 T21( 89,01032 EE

Univariate Results for Each DV (Datos MICMO.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Obs5 Obs5 Obs5 | Obs5

Effect SS MS F p
Intercept | 472469,C 472469,C 146514.C 0,0DII
Cepa 16105,5 766.,9 237.,8 0,00|
Error 1419 3,2

Total 16247 .4




Tukey HSD test; variable Obs5 (Datos MICMO)
Homogenous Groups, alpha =,05000 (Non-Exhaustive Search)
Error: Between MS = 3,2247, df = 44,000
Cepa | Obs5 1123|465

Cell No. Mean

1 T1|[ 42,89898 | ****

6 T6|| 48,51870 e

2 T2 50,16275 e

18 T18| 82,21684 o

5 T5[ 82,54781 EE

19 T19|| 83,04878 EE

20 T20| 85,70721 E

16 T16] 88,43015 o

9 T9| 88,51884 b

11 T11( 89,00969 e

10 T10| 89,07466 e

14 T14| 89,45628 i

13 T13{ 90,00121 b

12 T12| 90,04935 o

4 T4|[ 90,57709 b

3 T3[ 90,72771 o

8 T8 93,91750 o Ml

7 T7|[ 95,44636 o

15 T15| 96,46934 EE

17 T17| 96,93452 e

22 T22| 98,65213 i

21 T21( 99,024 11 o
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6.7 Anexo 1-7. Anova para la variable micoparasitismo de esclerocios (Parasitados y

con esporulacion)

Univariate Results for Each DV (Spreadsheet30)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Parasitado |Parasitado |Parasitado |Parasitado |Esporulado |Esporulado |Esporulado |Esporulado
Effect SS MS F p SS MS F p
Intercept 11250,00  11250,000 405,0000.  0,000000! 123338,9 123338,9 22201,00 0,000000
Cepa 3916,67 783,33 28,2000,  0,000003] 24694 4 4938,9 889,00 0,000000
Error 333,33 27,78 66.7 56
Total 4250,00 24761 1




6.8 Anexo 1-8. Test de Tukey para la variable micoparasitismo de esclerocios

(Parasitados y con esporulacion).

Tukey HSD test; variable Esporulado (Spreadsheet30)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 5,5556, df = 12,000

Cepa Esporulado 1] 2
Cell No. Mean
6 Sclerotinia 0,0000 e
3 T17 96,6667  ****
4 T21 100,0000 & ****
5 T22 100,0000 = ****
2 T15 100,0000 = ****
1 T7 100,0000 & ****

Tukey HSD test; variable Parasitado (Spreadsheet30)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 27,778, df = 12,000

Cepa Parasitado 1123
Cell No. Mean
6 Sclerotinia 0,00000 i
1 T7 13,33333  ****
4 T21 23,33333  ****
3 T17| 33,33333 il
5 T22| 36,66667 il
2 T15| 43,33333 ol
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CAPITULO 2

Efecto del acido salicilico sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de lechuga

(Lactuca sativa L..) Var. Gallega de invierno.
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1. NTRODUCCION

Los reguladores de crecimiento se definen como compuestos organicos naturales que,
en pequenas cantidades, fomentan, inhiben o modifican el crecimiento de los vegetales
ejerciendo una profunda influencia en los procesos fisiologicos y metabolicos en las
plantas que van desde el crecimiento y desarrollo, hasta su respuesta frente al estrés
biotico y abidtico (Chavez et al., 2012). Se ha comprobado que una compleja red de
sefiales hormonales controla la respuesta de la planta al estrés (Bartsch y Bednarek,
2010), donde reguladores de crecimiento como el 4cido abscisico (ABA), el etileno
(ET), el acido jasmoénico (AJ) y el acido salicilico (AS) desarrollan un papel
fundamental (Raskin, 1992).

El 4cido salicilico forma parte de un amplio grupo de compuestos sintetizados en
plantas denominados fendlicos, los cuales poseen en su estructura quimica un grupo
hidroxilo unido a un anillo aromatico (Loake y Grant, 2007). Numerosos estudios han
encontrado que AS participa en procesos como cierre de estomas, respiracion,
crecimiento celular, la germinacion de semillas, expresion de genes asociados a
senescencia, respuesta a estrés abidtico y bidtico, regulador del gravitropismo, y en la
inhibicién de la maduracion de los frutos, entre otros procesos (Vlot et al., 2009).
Adicionalmente, se ha descrito, que, en algunos casos, el efecto del AS dentro del
metabolismo de las plantas puede ser indirecto ya que altera la sintesis y/o sefializacion
de otras hormonas que incluyen la via del 4cido jasmoénico (AJ), etileno (ET), y auxinas
(Balbi y Devoto 2008 citado por Rangel, 2010). Algunos estudios con aplicaciones
exogenas de 4cido salicilico han demostrado que bajas concentraciones de AS en
plantas de importancia horticola como tomate, pepino, zanahorias y frutales, tienen un
efecto positivo en el incremento de su productividad (Larqué y Martin, 2007). Ramirez
et al., (2006) al aplicar 4acido salicilico a una concentracion de 1x10°M en coliflor,
brocoli, repollo y acelga, encontraron diferencias significativas para las variables altura
y longitud de raiz a favor de las plantas tratadas. Hayat et al. (2005) mostraron que el
numero de hojas, masa fresca y seca por planta de plantulas de trigo cultivadas a partir
de los granos empapados en concentraciones bajas (10°M) de AS, aumentan

significativamente respecto del tratamiento control, generando respuestas de promocion
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de crecimiento similares en plantulas de cebada rociadas con AS (Pancheva et al.,

1996).

En lechuga (Lactuca sativa L.) se han realizado diferentes experimentos en distintas
condiciones de crecimiento que han demostrado resultados a favor de la aplicacion.
Sayyari et al., (2013) publicaron que plantas lechuga asperjadas con concentraciones de
0,75 y 1,5 mM de AS y sometidas a estrés hidrico, mostraron un aumento de la tasa de
crecimiento y cambios en los parametros fisioldgicos para mitigar los efectos adversos
causados por el estrés de sequia, asociado con el aumento de los pigmentos
fotosintéticos y el contenido de prolina. Mientras que Gu et al., (2016) encontraron que,
el AS mejoro significativamente la tasa de germinacion, el potencial de germinacion y
el indice de vigor de la semilla de lechuga incubadas bajo condiciones de estrés de alta
temperatura (35 °C/ 30°C, dia / noche) cuando de aplic6 AS en concentracion de 0,2

mmol. L.

Estos resultados demuestran los beneficios que tiene este compuesto en los procesos
fisiologicos y metabolicos de las plantas, asi como su participacion en condiciones de
estrés (bidtico y abiotico), del mismo modo, muestra que dichas respuestas varian segiin

el material vegetal y la dosis o concentracion utilizada.

2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del &cido salicilico sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de

lechuga (Lactuca sativa L.) Var. Gallega de invierno bajo condiciones de invernadero.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Evaluar el efecto de diferentes dosis y formas de aplicacion de acido
salicilico sobre el peso fresco y peso seco de las hojas de plantas de lechuga.

2.1.2 Evaluar el efecto de diferentes dosis y formas de aplicacion de acido
salicilico sobre el nimero de hojas totales, hojas a cosecha, hojas expandidas
y hojas sin expandir.

2.1.3 Evaluar el efecto de diferentes dosis y formas de aplicacion de acido
salicilico sobre el contenido de clorofilas en las plantas sometidas a los

tratamientos.
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2.1.4 Seleccionar la forma de aplicacion y las dos dosis de acido salicilico que
presenten los mayores valores en el peso fresco y seco de las hojas,
contenido de clorofilas, asi como en el numero de hojas totales, hojas a

cosecha, hojas expandidas y hojas sin expandir.

3. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos ensayos independientes y consecutivos. El primero permitio
determinar la mejor forma de aplicacion de acido salicilico (FASE I), mientras que en el
segundo tuvo como objetivo encontrar las mejores dosis (FASE II). Ambos ensayos se
realizaron en las mismas condiciones en términos de Localizacion, Material vegetal y
manejo agronomico y se evaluaron las mismas variables peso fresco y seco de hojas,
numero de hojas totales (HTotal), hojas a cosecha (HTCosecha), hojas expandidas
(HTipol) y hojas sin expandir o potenciales (HTipoll) y contenido de clorofilas
(SPAD).

3.1 Localizacion

Los ensayos se llevaron a cabo en los invernaderos del Instituto de Fisiologia Vegetal
(INFIVE) de la facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional
de La Plata (UNLP).

3.2 Material vegetal y manejo del ensayo

Para ambas FASES (I y II) se usaron semillas de lechuga sin tratar (sin aplicaciones de
insecticidas y/o fungicidas) de la variedad “Gallega de invierno”, las cuales fueron
pregerminadas en cajas de Petri, con papel de filtro humedecido y mantenidas en
condiciones de oscuridad y temperatura de 20°C durante 36 horas (Fig. 2-1A). Posterior
a la emergencia de la radicula fueron trasplantadas en bandejas de germinacion de 162
alveolos usando como sustrato turba Hi-Soil® (Fig. 2-1B). Cuando las plantas
presentaron 4 hojas verdaderas, fueron trasplantadas en macetas de 864 cm® con el
mismo sustrato (Fig. 2-1C), una planta por maceta. Se aplico riego con agua corriente
cada tres dias (100 ml por maceta) y aplicacion de fertirriego una vez por semana (100

ml por maceta de solucion fertilizante la cual fue preparada disolviendo 2,5 gramos de
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Basfoliar 25-10-17® SP en un litro de agua) (Fig. 2-1D). Se realizaron 10 repeticiones

por tratamiento que corresponde al mismo nimero de plantas y macetas.

Figura 2-6. Proceso de establecimiento de los ensayos. A) Pre germinacion en caja de
Petri. B) Siembra en bandejas de germinacion. C) Trasplante de plantulas en macetas.

D) Distribucion en el ensayo.
3.3 Tratamientos y criterios de seleccion para las FASE 1y 11

3.3.1 FASE I: Seleccion de la forma de aplicacion de acido salicilico

El ensayo se plante6 teniendo en cuenta el estudio de Hadi ef al. (2014) en donde se
evaluaron diferentes métodos de aplicacion de acido salicilico y diferentes dosis. Se
prepararon soluciones de AS en concentraciones creciente de AS (50 uM, 100 uM y
200 uM) a partir de una solucién madre, posteriormente se afiadid tween-20 como

tensioactivo.

Dichas soluciones fueron aplicadas de forma 1) foliar y i1) al sustrato una semana antes
del trasplante, cuando las plantas presentaban 4 hojas verdaderas. La aplicacion foliar se

realizo asperjando las hojas con ayuda de un atomizador manual hasta punto de goteo
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(Imami ef al., 2011). La aplicacion por riego al sustrato se realizo vertiendo 2 ml de las
soluciones en la base de las plantas sobre el sustrato de la bandeja de germinacion
(Sanchez et al., 2010). Como testigo se realizaron las mismas aplicaciones (foliar y al

sustrato) usando agua corriente.

La combinacion de dosis y formas de aplicacion dieron como resultado 8 tratamientos

(Tabla 2-1):

Tabla 2-9. Tratamientos producto de la combinacion de dosis y formas de aplicacion

para la FASE I
Tratamientos Dosis de AS (uM)  Forma de aplicacion
T1 50 Foliar
T2 50 Al sustrato
T3 100 Foliar
T4 100 Al sustrato
TS 200 Foliar
Té6 200 Al sustrato
T7 0 Foliar
T8 0 Al sustrato

3.3.2 FASE II: Seleccidon de las dosis de acido salicilico (AS)

Para determinar el efecto de la dosis de aplicacion a plantas de lechuga se evalu6 la
aplicacion foliar de soluciones de 0 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM y 500 uM de
AS. Se establecieron 6 tratamientos de acuerdo a las dosis evaluadas y testigo (Tabla 2-
2).

Tabla 2-10. Tratamientos para la FASE 11

Tratamiento Dosis de AS (uM)
T1 10
T2 50
T3 100

T4 200
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Tratamiento Dosis de AS (uM)
T5 500
T6 0

3.4 Variables evaluadas para las FASES I y 11

3.4.1 Peso fresco (PF) v seco (PS) de hojas (Rendimiento)

Se tomaron los pesos frescos y secos de hojas de 10 plantas de lechuga por tratamiento
usando balanza digital de 0,01 g de precision. Las plantas fueron muestreadas cuando
mas del 50% de ellas se encontraban en el punto de cosecha (80 dias después de
siembra; 45 dias después de trasplante). Para el peso seco, las muestras fueron
sometidas a estufa de aire forzado durante 48 horas con temperatura de 70 °C o hasta

que el peso de las mismas fuera constante.

3.4.2 Numero de hojas

Se cuantificé el nimero total de hojas emitidas por las plantas durante todo el ensayo
(HTotal). En el momento de la cosecha se realizé el registro de ii) el nimero de hojas
que presentaban largo y ancho superior a la hoja anterior (expandida mas vieja)
(HTipoll) (las hojas expandidas son las que ya tienen su maxima area foliar), iii) las
hojas que mostraban un menor tamafio a la ultima evaluada en expansion (HTipol), y
que fueran visibles en direccion al meristemo apical, las cuales pueden, en Optimas
condiciones, llegar a expandir y aumentar el rendimiento, ya que en los procesos de
produccion de hojas y su expansion influyen los factores ambientales (condiciones
Optimas o estrés bidtico y abiodtico) y hormonales. Del mismo modo se llevo un registro

de vi) las hojas presentes en el momento de la cosecha (HTCosecha=HTipol+HTipoll).

3.4.3 Cuantificacion del contenido de clorofila (SPAD)

Para esta variable se us6 el medidor de clorofila Minolta® SPAD 502, el cual mide la
concentracion relativa de clorofila por medio de la luz transmitida a través de la hoja en
650 nm y 940 nm (longitud de onda fotosintéticamente activa) (Sainz y Echeverria,

1998). Las lecturas fueron tomadas en todas las plantas, especificamente en el tercio
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medio y sobre la lamina foliar de la hoja numero 4 para la FASE Iy las hojas 4, 5,6y 8
para FASE II. Las observaciones se realizaron una vez por semana después de iniciados
los tratamientos hasta la cosecha (4 y 8 evaluaciones para las FASES 1 y 1II

respectivamente).

3.4.4 Analisis estadistico

En la FASE 1, las variables evaluadas fueron analizadas bajo un disefio experimental
tipo factorial 4x2 (4 dosis; 2 formas de aplicacion) para un total de 8 tratamientos con
diez plantas (replicas) por cada tratamiento. Para la FASE II, el disefio experimental fue
completamente al azar (DCA) con diez réplicas por tratamiento. Para ambas fases, se
tomé como unidad experimental cada una de las plantas y a los datos obtenidos se les
realizaron andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias Tukey

con el programa estadistico STATISTICA version 8 (StatSoft Inc.).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FASE I: Seleccion de la forma de aplicacion

4.1.1 Peso fresco (PF) y seco (PS) de hojas (Rendimiento)

No se evidenciaron diferencias significativas en la Dosis, pero si en la Forma e
interaccion Dosis*Forma para ambas variables (PF y PS) (Anexo 2-1 y 2-2). El
tratamiento T4 consistente en aplicacion foliar de 200 uM logrd un mayor peso fresco
(55,28g) y mayor peso seco (7,57g) diferencidndose estadisticamente del resto de los
tratamientos excepto del tratamiento T3 consistente en la aplicacion foliar de 100 uM de

acido salicilico con valores de 50,41g para peso fresco y 7,25 para peso seco (Tabla 2-
3).
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Tabla 2-11. Datos de peso fresco y seco obtenidos en las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos de la FASE 1. Agrupamientos con diferente letra representa

diferencias significativas (p<0,05) segiin prueba Tukey

Tratamiento Forma Dosis de AS Peso Fresco (g) Peso Seco (g)
(nM)
T1 Foliar 0 50,12 b 6,79 b
T2 Foliar 50 49,59 b 6,17 b
T3 Foliar 100 50,41 ab 7,25 ab
T4 Foliar 200 55,28 a 7,57 a
T5 Suelo 0 50,12 b 6,79 b
T6 Suelo 50 49,64 b 6,44 b
T7 Suelo 100 44,15 b 591 b
T8 Suelo 200 43,42 b 582 b

Tabla 2-12. Valor y prueba Tukey para el componente forma de aplicacion sobre el
peso fresco y seco. Agrupamientos con diferente letra representa diferencias

significativas (p<0,05).

Forma de aplicacion Peso Fresco (g) Peso Seco (g)
Foliar 51,35 a 6,95 a
Suelo 46,83 b 6,24 b

El componente forma de aplicacion mostrd diferencias significativas para las variables
de peso fresco y seco (Anexo 2-3), a favor de la aplicacion al follaje con valores de
51,35 y 6,95 g para PF y PS respectivamente, la cual fue superior a la aplicacion
dirigida al suelo quien alcanzé valores de 46,83 y 6,24 g para PF y PS respectivamente
(Tabla 2-4). Por lo tanto, las plantas tratadas con aplicaciones foliares de AS lograron
mayores valores tanto de peso fresco como de peso seco que las tratadas con

aplicaciones al suelo.

Imami et al., (2011) trabajaron con dos variedades de Cicer arietinum, y encontraron
que los métodos de aplicacion de AS (aspersion de 25ml de AS a nivel foliar y suelo en

dosis de 0, 500 y 1000 mMol) presentan diferencias significativas para la variable peso
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seco a favor de la aplicacion al suelo (0,58 g.planta™) respecto a la aplicacion aérea
(0,38 g.planta’’) en una de las variedades (ILC482) mientras que en la variedad JAM los
resultados fueron iguales estadisticamente al tratamiento testigo. En el estudio
desarrollado por Lian et al. (2000) encontraron que plantulas de soja que fueron tratadas
con AS a nivel foliar y al suelo, presentaron efectos negativos en el crecimiento en la
dosis mas alta (SmM) cuando fue aplicada al suelo, mientras que a dosis menores (1;
0,5; 0,1; y 0 mM) junto con las aplicaciones foliares en las mismas dosis no presentaron

dicho efecto.

Los estudios citados muestran que el desarrollo de respuesta positivas en funcion a la
forma de aplicacion varia de una especie a otra (Arfan et al., 2007) aunque en el estudio
de Imami et al., (2011) dichas diferencias se encontraron dentro de la misma especie.
Este comportamiento se puede deber a la presencia/ausencia o cantidad de receptores
especificos de AS dentro de la planta (hojas y/o raices) que pueden magnificar los
efectos en cascada que desembocan en cambios morfologicos (Larqué et al., 2010). Del
mismo modo, Klessig et al., (2016) indican que los receptores de AS no solo difieren
entre las distintas especies de plantas, sino que también pueden variar dentro de una
planta individual segin el tipo de tejido, el compartimento subcelular y la etapa de

desarrollo.

Teniendo en cuenta esto, los resultados de esta investigacion se deben posiblemente a
que los receptores en la membrana del tejido foliar, presenten una mayor afinidad a AS
a diferencia del tejido radical lo cual puede favorecer la respuesta fisiologica. En lo que
respecta a la dosis se puede decir que la concentracion de 100 y 200 de AS aplicadas al
follaje es la cantidad umbral que logra penetrar el tejido y desencadena cambios
positivos en las variables rendimiento. Vale la pena aclarar que hacen falta mas estudios
sobre los diferentes receptores de AS en los diferentes tejidos y cantidades de AS capaz

de penetrar y favorecer las respuestas positivas en términos de rendimiento.

Diversos autores muestran las bondades de 4cido salicilico sobre el crecimiento de las
plantas debido a su participacion en la regulacion de numerosos procesos fisiologicos
(El-Khalla et al, 2009). Hadi et al. (2014) afirman que el AS aumenta el estado

funcional de la maquinaria fotosintética en las plantas; Khodary (2004) indican que AS
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tiene efectos estimulantes sobre la capacidad fotosintética en las plantas de maiz a
través de la induccion de la actividad de Rubisco. Del mismo modo, Fariduddin et al.,
(2003) indican que la aplicacion exogena de AS mejora la tasa fotosintética neta, la
concentracion interna de CO», la eficiencia del uso del agua, la conductancia estomatica
y la tasa de transpiracion en Brassica juncea, resultados similares a los reportados por
Kumar et al., (2000) quienes trabajaron con plantas de soja. Del mismo modo, autores
como Aghaeifard et al., (2015) y Javaheri et al., (2012) citados Javanmardi y Akbari
(2016) por quienes trabajaron con fresa y tomate, respectivamente, reportan que el
aumento en el rendimiento se relaciona con la division celular promovida por AS, a
través de su influencia o interaccién con otras hormonas vegetales como citoquininas,
auxinas y regulacion en la produccion de ABA. Estos resultados demuestran el rol de
AS en diversos procesos fisiologicos en las plantas, pero es necesario realizar mayores

estudios para determinar con exactitud el proceso favorecido en las plantas de lechuga.

4.1.2 Numero de hojas

No se evidenciaron diferencias significativas en la variable niimero de hojas sin
expandir (HTipol) ni en ninguno de sus componentes (Dosis, Forma e interaccion
(Dosis*Forma)) (p-value=0,94, p-value=0,28 y p-value=0,70 respectivamente) (Anexos
2-4). Hubo diferencias significativas para la variable nimero de hojas tipo II (hojas
expandidas) en la Forma (p-value=0,045), pero no en la Dosis e interaccion
(Dosis*Forma) (p-value=0,56 y p-value=0,07 respectivamente) (Anexos 2-5). Para el
numero total de hojas (Htotal) no se presentaron diferencias significativas en la forma e
interaccion (Dosis*Forma) (Anexo 2-5) donde todos los tratamientos fueron iguales
estadisticamente con valores entre 29,37 y 30,25 (Tabla 2-5). Para el caso del numero
de hojas presentes a cosecha (tanto las hojas expandidas y sin expandir; HTCosecha) se
evidencio diferencias significativas en el componente de Forma (p-value=0,02) e
interaccion (Dosis*Forma) ((p-value=0,048) pero no términos de Dosis (p-value=0,52)

(Anexo 2-6) (Tabla 2-5).
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Tabla 2-13. Datos de ntimero total de hojas y hojas tipo I y II obtenidos en las plantas

sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE 1. Agrupamientos con diferente letra

representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Tratamiento Forma Dos(i:;[(; AS H Total HTCosecha HTipol HTipo Il
T1 Foliar 0 2937 a 2273 b 11,36 a 11,37 B
T2 Foliar 50 2987 a 2225 b 11,25 a 11,00 B
T3 Foliar 100 2987 a 2323 ab 11,36 a 11,87 ab
T4 Foliar 200 30,37 a 24,12 a 11,50 a 12,62 A
TS Suelo 0 2937 a 22773 b 1136 a 11,37 B
T6 Suelo 50 30,12 a 2225 b 11,25 a 11,00 B
T7 Suelo 100 2925 a 2200 b 11,13 a 10,87 B
T8 Suelo 200 30,25 a 21,37 b 11,00 a 10,37 B

Tabla 2-14. Valor y prueba Tukey para el componente forma de aplicacion sobre las

variables de niimero de hojas tipo [ y II. Agrupamientos con diferente letra representa

diferencias significativas (p<0,05).

Forma de aplicacion HTotal HTCosecha HTipo I HTipo II
Foliar 29,87 a 23,08 a 11,37 a 11,72 a
Suelo 29,75 a 22,09 b 11,19 a 1090 b

Los resultados muestran que aplicar al suelo o al follaje 4cido salicilico no tiene ningin

efecto sobre el numero total de hojas (HTotal) y el nimero de hojas sin expandir

(HTipol) (todos los tratamientos fueron estadisticamente iguales) donde las plantas que

no recibieron acido salicilico (T5) no presentaron diferencias significativas respecto a

las que recibieron 50, 100 o 200 uM de AS (Tabla 2-5). Al analizar el nimero de hojas

expandidas (HTipoll) y el nimero de hojas a cosecha (HTCosecha) se observo que uno

de los tratamientos (T4) fue superior al resto, con un valor de 12,62 y 24,12 para

HTipoll y HTCosecha respectivamente. Dentro de las aplicaciones foliares los

resultados muestran que al aplicar 50 o 100 uM de AS tiene el mismo comportamiento

que el testigo (sin diferencias significativas), sin embargo, al aplicar 200 uM se
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diferencia del control (T1) y de aplicaciones de 50 uM (T2) para HTCosecha y HTipo II
(Tabla 2-5).

Del mismo modo, el componente forma de aplicacion mostro diferencias significativas
a favor de la aplicacion foliar en la variable HTipo II (hojas expandidas) y HTCosecha
(nimero de hojas a cosecha) (Anexo 2-7 y Anexo 2-8), el cual obtuvo un valor de 11,72
y 23,09 respectivamente, siendo estadisticamente superior al valor alcanzado por la

aplicacion dirigida al suelo (10,90 para HTipoll y 22,09 para HTCosecha) (Tabla 2-6).

Los resultados de esta investigacion difieren de lo evidenciado por Imami et al., (2011)
quienes encontraron diferencias significativas entre los métodos de aplicacion y dosis de
AS para la variable altura de planta en Cicer arietinum a favor de la aplicacion dirigida
al suelo, la cual registro un valor mas alto y significativo en comparacion a la aspersion
foliar. Por otra parte, Martin et al. (2015) quienes trabajaron con aspersiones foliares de
AS (1,0; 0,01 y 0,0001 puM) en diferentes dosis sobre Sinningia speciosa no
evidenciaron efectos de los tratamientos en la variable nimero de hojas, pero si
encontraron que todas las concentraciones usadas pudieron aumentar el area foliar total
por planta. Metwally et al., (2013) observaron en su ensayo que el acido salicilico
aumento las caracteristicas de crecimiento vegetativo (Ej. longitud de la planta, nimero
de hojas/planta, area de la hoja y crecimiento fresco de las raices) de planta de Fragaria
xananassa Duch cuando se fueron tratadas con aspersiones foliares de AS en de dosis
de 1,0 y 2,0 mM. Estos estudios muestran que las respuestas o el comportamiento de
esta variable dependen de la especie vegetal en estudio, la forma de aplicacion (tejido

expuesto a la aplicacion) y dosis.

Los resultados de esta investigacion indican que tanto la forma de aplicacion como la
dosis de AS no tiene efecto sobre la formacion de hojas y/o primordios foliares
(HTipol) y hojas totales (HTotal) debido a que son caracteristicas inherentes del
material vegetal usado, es decir, que existe una alta estabilidad genética de la
caracteristica que no es afectada por la aplicacion de AS en sus diferentes dosis y/o

formas.
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Por otra parte, el nimero de hojas expandidas (HTipoll) y el numero total de hojas a
cosecha (HTCosecha) pueden ser afectados positivamente por la aplicacion de AS al
follaje, ya que su nimero aumenté cuando se aplico 200 uM de AS (Tabla 2-6), lo que
indica que tejido foliar puede presentar una mayor sensibilidad a la aplicacion de AS, la
cual puede generar cambios morfologicos o fisiologicos a favor de la variable; segun
Klessig et al., (2016) los receptores de AS pueden variar dentro de una planta individual
segiin el tipo de tejido, el compartimento subcelular y la etapa de desarrollo. En
términos de dosis, se puede observar que 200 uM es la dosis que puede favorecer
procesos fisiologicos aumentando el desarrollo de las hojas (HTipoll). Por lo que
posiblemente existe un receptor que magnifica su efecto o que un pequeiio umbral

dispara la cascada de efectos (Larqué et al., 2010).

Las diferencias significativas observadas a favor del tratamiento 4 (200 uM) en las
variables de nimero de hojas expandidas (HTipoll) y el nimero total de hojas a cosecha
(HTCosecha) se deban posiblemente a 1) la influencia de AS en la rdpida expansion de
las hojas (crecimiento) o ii) al retraso del proceso de senescencia, el cual a su vez esta
controlado por la edad de desarrollo de la planta, factores exdgenos (temperatura,

sequia, etc) y factores enddgenos como fitohormonas (Lim et al., 2007).

Para el primer caso, se ha demostrado que AS interactiia con otras hormonas vegetales
en diferentes etapas de desarrollo de las plantas y/o bajo condiciones de estrés abiodtico y
biotico (Canet, 2012), autores como Vlot et al. (2009) y Rivas y Plasencia (2011)
indican que el efecto del AS sobre el crecimiento es indirecto mediante la alteracion de
las vias de sefalizacidon de otras hormonas vegetales, por lo que es posible que dicha

interaccion haya promovido el crecimiento de las hojas a nivel hormonal.

Para el segundo caso, se pone en evidencia que AS interfiere con la biosintesis y/o la
accion del etileno en las plantas (hormona involucrada en la senescencia y la abscision
de flores y hojas, etc) (Raskin et al. 1992 citado por Hayat et al., 2013). Morris et al.
(2000) observaron en plantas transgénicas de Arabidopsis (NahG) y mutantes (pad4)
donde la via de sefializacion de AS esta interrumpida, se observaron patrones de
senescencia alterados que incluyen amarillamiento retardado y necrosis reducida en

comparacion con el tipo salvaje (Morris et al. 2000). Por tal motivo la participacion de
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AS sobre la senescencia y/o interacciones con otras hormonas que afectan el proceso
ain no estd clara. Es necesario el desarrollo de mas estudios para determinar con
exactitud la participacion de AS sobre esta variable, ya sea sobre el desarrollo de hojas
y/o en la senescencia de las mismas, ya que se ha demostrado que este compuesto no

solo afecta la defensa de la planta, sino que también regula los procesos de desarrollo.

4.1.3 Cuantificacion del contenido de clorofila (SPAD)

No se evidenciaron diferencias significativas en dos primeras observaciones (SPADI1 y
SPAD2) en la Dosis, Forma e interaccion (Dosis*Forma) en la hoja 4 (Anexo 2-9). Las
diferencias significativas se evidenciaron en las evaluaciones 3 y 4 (SPAD3 y SPAD4)
para la Dosis (p-value<0,05 para ambas observaciones) (Anexos 2-9), Forma (p-
value<0,05 para SPAD4) e interaccion (p-value<0,05 para SPAD3 y 4 respectivamente)
(Tabla 2-7).

Tabla 2-15. Datos del contenido de clorofila obtenido en la hoja 4 de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE 1. Agrupamientos con diferente letra

representa diferencias significativas (p<0,05) segn prueba Tukey.

Tratamientos Forma Dosis de AS SPADI1 SPAD2 SPAD3 SPAD4

(uM)
T1 Foliar 0 1724 a 27,88 a 2621 ab 7,72 bc
T2 Foliar 50 17,65 a 26,79 a 2629 a 8,74 ab
T3 Foliar 100 18,46 a 28,05 a 2724 a 893 a
T4 Foliar 200 1895 a 28,07 a 2735 a 10,62 a
T5 Suelo 0 17,24 a 27,88 a 26,21 ab 7,72  bc
T6 Suelo 50 17,86 a 2729 a 2427 b 6,47 bc
T7 Suelo 100 17,33 a 26,09 a 23,71 b 6,33 ¢
T8 Suelo 200 18,18 a 25,61 a 2335 b 593 ¢
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Tabla 2-16. Valor y prueba Tukey para el componente forma de aplicacion sobre el
contenido de clorofilas. Agrupamientos con diferente letra representa diferencias

significativas (p<0,05).

Forma de aplicacion SPAD1 SPAD2 SPAD3  SPAD4
Foliar 18,08 a 27,70 a 26,77 a 9,00 a
Suelo 17,65 a 26,72 a 2439 b 6,61 b

La aplicacion al suelo de AS no tuvo ningln efecto sobre la cantidad de clorofila en las
hojas; En las mediciones SPAD1, SPAD2, y SPAD3 en dosis de 50, 100 y 200 uM de
AS al suelo presentaron estadisticamente el mismo comportamiento al testigo sin
aplicacion. Las aplicaciones de 200 y 100 uM foliar incrementaron la cantidad de
clorofila en las hojas diferencidndose del testigo sin aplicacion, pero no se diferenciaron

de la aplicacion de 50 uM que a su vez fue similar al testigo (Tabla 2-7).

En lo que respecta a los métodos de aplicacion, las aplicaciones foliares de AS tuvieron
efecto sobre la cantidad de clorofila presente en las hojas en SPAD3 y SPADA4, la
prueba Tukey arrojo diferencias a favor de la aplicacion al follaje con valores de 26,77 y
9,00 respectivamente, mientras que la aplicacion al suelo mostré valores de 24,39y 6,61

para las observaciones 3 y 4 respectivamente (Anexo 2-10) (Tabla 2-8).

Los resultados de esta investigacion difieren a los reportes de Hadi ef al. (2014) quienes
encontraron en su estudio que los métodos de aplicacion de AS en plantas de judia
blanca (Phaseolus vulgaris) presentaron diferencias significativas para la variable
contenido de clorofilas a favor de la aplicacion en el suelo, el cual fue igual
estadisticamente a la aplicacion en semilla, mientras que la aplicacion foliar tuvo el
menor efecto. Estos mismos autores indican que la dosis mas efectiva fue la
concentracion de 0,1 mM (100 uM), a diferencia de la concentracion de 0,5 mM

(500uM), la cual no fue significativa.

Habibi y Vazir (2017) indican que a baja concentracion de AS (0,5 mM= 500uM) hay
un aumento significativo en el contenido de clorofila b y de carotenoides en plantas de
cebada respecto al tratamiento testigo, lo que ayudd a mantener una alta actividad de
fotosintesis en las plantas tratadas. Javaheri et al. (2012) reportan que una baja

concentracion de AS aumenta el contenido de pigmentos fotosintéticos en plantas de
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tomate en condiciones normales o de estrés. Del mismo modo, diversos autores
muestran en sus resultados efectos negativos del AS en el contenido de clorofilas;
Moharekar et al. (2003), concluyen en su estudio que las aplicaciones de AS causan una
disminuciéon de los contenidos de clorofila y un aumento en el contenido de
carotenoides en Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum y Vigna radiata, cuando se
realizaron aplicaciones a una concentracion de 1mM (1000uM). Anandhi y Ramanujam
(1997) concluye que el contenido de clorofilas totales de Vigna mungo var. CO-5

disminuye a medida que aumenta la dosis de AS (dosis evaluadas: 10, 100 y 500uM).

Los estudios anteriores demuestran que la respuesta a la aplicacion de AS depende de la
especie vegetal y de las dosis que se implementan; Arfan et al. (2007) sostiene que el
efecto de la aplicacion de AS en pigmentos fotosintéticos varia (aumenta o disminuye)
dependiendo del tipo de especie o cultivar, mientras que Miura y Tada (2014), afirman
que los efectos del AS en los procesos fisiologicos y bioquimicos de las plantas
dependen de la concentracion aplicada. En bajas concentraciones (0,1-0,5 mM para la
mayoria de las plantas) (100 - 500uM), mejora la eficiencia del sistema antioxidante y
la eficiencia de la fotoquimica del PSII, mientras que a concentraciones mas altas (1-10
mM para la mayoria de las plantas) (1000-10000 uM) aumenta el dafio oxidativo
(Habibi y Vazir, 2017).

Teniendo en cuenta lo anterior, los resultados de esta investigacion sugieren que la
mejor forma de aplicacion de AS y dosis corresponde a la aplicacion al follaje en
concentraciones de 100 y 200 pM elevando el contenido de clorofilas en las plantas de
lechuga a medida que pasa el tiempo. Este comportamiento puede estar asociado al
efecto de la aplicacion de AS sobre las actividades de las enzimas involucradas en el
metabolismo del nitrégeno en la planta (Yusuf et al., 2016). Estudios realizados por
Rane et al., (1995) evidenciaron un aumento en la actividad de la enzima nitrato
reductasa (NR) en las hojas de trigo después de la aplicaciéon exdgena de AS. Del
mismo modo Fariduddin et al., (2003) demostraron que al asperjar AS al follaje de
plantas de mostaza se observd una mejora en la actividad de NR, la cual puede estar
positivamente correlacionada con el contenido de clorofilas en plantas de lechuga

romana (Raigén et al., 2006)
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4.1.4 Seleccion de forma de aplicacion

Teniendo en cuenta los datos de peso seco (PS) y fresco (PF), nimero de hojas a
cosecha (HTipoll) y la cuantificacion de clorofila, se puede evidenciar que los mejores
resultados se presentaron cuando se realizaron las aplicaciones al follaje en
comparacion con aquellas que fueron dirigidas al suelo. Se determind que la mejor

forma es la aplicacion foliar, la cual se utilizé en la FASE II.

4.2 FASE II: Seleccion de las dosis de dacido salicilico

4.2.1 Peso fresco (PF) y seco (PS) de hojas (Rendimiento)

Se evidenciaron diferencias significativas en las variables evaluadas (p-value<0,05 para
PF y p-value<0,05 para PS) (Anexo 2-11); Los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T6
presentaron un comportamiento similar estadisticamente con valores que oscilan entre
55,55 y 59,18, mientras que el menor valor fue de 51,13 para el tratamiento TS para la
variable PF. Por otro lado, para PS el tratamiento TS5 y testigo fueron iguales
estadisticamente (6,15 y 6,80 respectivamente) e inferiores al resto de los tratamientos

(T1, T2, T3 y T4) (Anexo 2-12) (Tabla 2-9).

A pesar de que no se presentaron diferencias significativas, se observa una tendencia en
los resultados que indicarian una respuesta positiva al incremento de las dosis de AS, es
decir, a medida que aumentan las concentraciones de AS, aumenta el valor del PF y PS.
Sin embargo, cuando la dosis aplicada es de 500 uM, el efecto es negativo (tratamiento

T5) (Tabla 2-9).

Tabla 2-17. Datos de peso fresco y seco obtenidos en las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos de la FASE II. Agrupamientos con diferente letra representa

diferencias significativas (p<0,05) segiin prueba Tukey.

Tratamiento Dosis de AS (uM) Peso Fresco (g) Peso Seco (g)

T1 10 55,55 b 725 b
T2 50 56,55 b 7,31 b
T3 100 58,17 b 7,36 b
T4 200 59,18 b 7,89 b
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Tratamiento Dosis de AS (uM) Peso Fresco (g) Peso Seco (g)
T5 500 51,13 a 6,15 a
T6 0 5491 ab 6,80 a

Distintos estudios sugieren que el AS puede afectar positivamente la germinacion o el
crecimiento en varias especies de plantas (Janda et al., 2014); existe evidencia que
demuestra que AS es un importante regulador de la fotosintesis porque afecta la
estructura de las hojas y cloroplasto (Uzunova y Popova, 2000), cierre estomatico
(Mateo et al., 2004; Melotto et al., 2006 citados por Rivas y Plasencia, 2011), contenido
de clorofila y (Fariduddin et al, 2003), y la actividad de enzimas como Rubisco

(ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa / oxigenasa) (Pancheva y Popova, 1998).

Gutiérrez et al. (1998) encontraron que aplicaciones foliares de AS a brotes de soja no
tienen un efecto significativo sobre la tasa fotosintética, pero si sobre su crecimiento,
especialmente en el desarrollo de raices. Kovacik er al, (2009) encontraron en
Matricaria chamomilla que AS a dosis de 50 puM estimuld significativamente el
crecimiento tanto de las hojas como de las raices (en un 32 y un 65%, respectivamente),
mientras que la concentraciéon mas alta (250 M) tuvo el efecto opuesto (disminuy6 de
40 y 43 %, respectivamente). Del mismo modo, Fariduddin et al. (2003) informaron que
la acumulacion de materia seca mejord significativamente en Brassica juncea, cuando
se rociaron concentraciones mas bajas de AS, sin embargo, mayores concentraciones de
AS tuvieron un efecto inhibitorio (107 M 6 1000 uM); Estos resultados son similares a
los reportados en esta investigacion en donde la dosis mas alta (500 uM) presentd
valores inferiores estadisticamente a los tratamientos T2 (50 uM), T3 (100 uM) y T4
(200 uM) para PF y PS.

Por otro lado, Khan ef al. (2003) analizaron los efectos de acido salicilico (AS), acido
acetil salicilico (ASA) y 4cido gentisico (GTA) en concentraciones de 1073 (1000 pM) y
10> M (10 uM) en plantas de maiz y soja, y encontraron que posterior a la aplicacion
de AS se produce un aumento en las tasas de fotosintesis, la cual no siempre estuvo
acompanado de un aumento de los niveles de conductancia estomatica o tasas de
transpiracion, si no que puede estar asociada a una mayor actividad de la enzima
relacionada con la captacion de CO> a nivel de cloroplasto, ya que encontraron bajas

concentraciones de CO; intercelular en comparacion al control. Algunos estudios que
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analizan la actividad de la enzima Rubisco (enzima encargada de fijar el CO> en el
cloroplasto) muestran diferentes comportamientos, Ananieva et al. (2002) citado por
Janda ef al. (2014) indican que posterior a la aplicacion de AS, existio una disminucion
el contenido de clorofila, en la asimilaciéon de CO» y en las tasas de transpiracion, sin
cambios en la actividad de Rubisco en plantulas de cebada, mientras que Pancheva y
Popova (1998), usando el mismo material vegetal (cebada) y aplicaciones de AS en
concentraciones de 100 uM, 500 uM y 1M, encontraron una disminuciéon en la tasa

fotosintética asociada con baja actividad y cantidad de la enzima Rubisco.

Asi mismo, se ha demostrado que aplicaciones de AS también pueden llegar a afectar
las actividades de las enzimas involucradas en el metabolismo del nitrégeno (Yusuf et
al., 2016) que pueden influir o condicionar, en cierta medida, el rendimiento de los
cultivos; Rane et al, (1995) evidenciaron un aumento en la actividad de la enzima
nitrato reductasa (NR) (enzima que cataliza la reduccion de nitrato a nitrito y limita la
adquisicion del nitrogeno, en las hojas de trigo después de la aplicacion exodgena de
AS), resultados similares a los descritos por Fariduddin et al., (2003) quienes
demostraron que al asperjar AS al follaje de plantas de mostaza mejora la actividad de
NR, sin embargo, en concentraciones mas altas (10> M) (1000uM) demostrd ser

inhibidora.

Los resultados de esta investigacion muestran que la aplicacion de AS en dosis de 10,
50, 100 y 200 uM pueden favorecer el crecimiento y desarrollo de las plantas de
lechuga, posiblemente, mediante al estimulo de los diferentes procesos mencionados
anteriormente hasta una dosis de 500 pM. Es necesario realizar estudios mas detallados
en esta especie para definir con claridad donde interviene AS y de qué forma promueve
la ganancia de materia seca. Ademads, es necesario experimentar con concentraciones
intermedias entre 200 y 500 pM ya que esta primera concentracion presento los mejores
valores a pesar de no mostrar diferencias significativas en el peso fresco, o si se

prefiere, se puede trabajar con dosis superiores para determinar su umbral.

4.2.2 Numero de hojas

No se observaron diferencias significativas en las variables el nimero de hojas totales

(HTotal), naimero de hojas totales a cosecha (HTCosecha), hojas expandidas (HTipoll)
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y/o sin expander (HTipol) (p-value= 0,35, p-value= 0,09; p-value= 0,14 y p-value=0,55,
respectivamente) (Anexo 2-13, 2-14, 2-15 y 2-16) (Tabla 2-10).

Tabla 2-18. Datos del nimero de las hojas tipo I y II de las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos de la FASE II. Agrupamientos con diferente letra representan

diferencias significativas (p<0,05) segin prueba Tukey.

Tratamiento Dosis de AS H Total HTCosecha HTipol HTipo II
(M)
T1 10 33,50 a 26,70 a 1560 a 11,10 a
T2 50 33,50 a 2680 a 1560 a 11,20 a
T3 100 3370 a 2680 a 1560 a 11,20 a
T4 200 33,70 a 2730 a 15,70 a 11,60 a
TS 500 33,10 a 2600 a 15,10 a 10,90 a
T6 0 33,60 a 2680 a 1560 a 11,00 a

A pesar de que en esta investigacion no se evidenciaron diferencias significativas en los
tipos de hojas evaluadas, se puede observar que la mayor dosis (500 uM) registrd los
valores mas bajos; Hayat et al. (2005), encontraron un aumento significativo en el
numero de hojas, masa fresca y seca en plantulas de trigo cultivadas a partir de los
granos empapados en una concentraciéon baja (10° M) (10uM) de 4cido salicilico,
mientras que en dosis mas altas (10~ M) (1000 pM) todos los pardmetros medidos se

redujeron.

Estos resultados difieren de los reportes de Pancheva et al. (1996) citado por Hayat et
al. (2010) quienes encontraron que la aparicion tardia de la hoja y la disminucion en el
crecimiento de las hojas y raices de las plantas de cebada estan asociados a la aplicacion
de acido salicilico. Esto hace evidente que la respuesta a determinadas variables
posterior a la aplicacion de AS depende en gran medida de factores como la especie, la

concentracion de AS y las condiciones en las que se desarrolla (con o sin estrés).
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Por otro lado, y teniendo en cuenta los resultados de la tabla 2-10, se puede decir que
posiblemente la dosis de AS empleadas en esta investigacion no tenga un efecto
significativo estadisticamente sobre el desarrollo y formacion de hojas (HTipo II),
primordios foliares (HTipol), aumento en el numero hojas totales a cosecha

(HTCosecha) y total de hojas emitidas (HTotal).

4.2.3 Cuantificacion del contenido de clorofila (SPAD)

En la hoja 4 se pudieron evidenciar diferencias significativas en las primeras cuatros
observaciones (p-value=0,012 para SPADI1, p-value=0,029 para SPAD2, p-value<0,05
para SPAD 3 y SPAD 4) (Anexo 2-17), en las cuales los menores valores fueron
encontrados en el tratamiento TS5 que corresponde a la concentracion mas alta de AS
segun la prueba de comparacion de medias Tukey (Anexo 2-17) (Tabla 2-11). Al final

de la experimentacion todos los tratamientos fueron estadisticamente iguales.

Tabla 2-19. Datos del contenido de clorofila obtenido en la hoja 4 de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II. Agrupamientos con diferente

letra representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Tratamientos Dosis de AS SPAD1  SPAD2 SPAD3 SPAD4  SPAD5
(uM)
T1 10 21,19 a 22,61 a 23,02 a 1782 a 58
T2 50 20,79 a 2325 a 2422 a 1735 a 5,55
T3 100 21,52 a 2383 a 2438 a 1844 a 8,93
T4 200 21,60 a 2461 a 2478 a 1875 a 747
T5 500 19,81 b 2220 b 2094 b 11,89 b 4,90
T6 0 2130 a 23,14 a 23,02 a 1789 a 5,85

En la hoja 5 no se evidenciaron diferencias significativas en la primera y ultima
observacion (p-value=0,25: SPADI1 y p-value=0,42: SPADS5), mientras que el resto de
mediciones sucedid lo contrario (SPAD2, SPAD3 y SPAD4) (Anexo 2-18). La prueba
Tukey indica que el menor valor, que presentd diferencias significativas, fue el
tratamiento TS5 (concentracion de 500uM) para SPAD2, SPAD3 y SPAD4 (23,98, 25,63

y 19,65 respetivamente), mientras que el resto de los tratamientos implementados
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fueron iguales estadisticamente con valores que oscilaron entre 25,25 y 26,78 para
SPAD2, 25,62 y 27,34 para SPAD3, mientras que SPAD4 los valores estuvieron entre
20,62 y 22,74 (Tabla 2-12).

Tabla 2-20. Datos del contenido de clorofila obtenido en la hoja 5 de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II. Agrupamientos con diferente

letra representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Tratamientos Dosis de AS SPAD1  SPAD2  SPAD3 SPAD4  SPADS5
(nM)
T1 10 2317 a 2592 a 2574 a 20,79 a 1271 a
T2 50 2338 a 2573 a 2685 a 2230 a 1303 a
T3 100 2345 a 2631 a 2689 a 2248 a 1413 a
T4 200 2376 a 2678 a 2734 a 2274 a 1463 a
T5 500 2259 a 2398 b 2549 b 19,65 b 1161 a
Té6 0 2283 a 2525 a 2562 a 20,62 a 1283 a

En la hoja 6 se observaron diferencias significativas en cuatro de las cinco
observaciones realizadas (p-value<0,05) (Anexo 2-19) siendo el tratamiento TS5 quien
presento, estadisticamente, el menor valor en todas ellas a excepcion de la observacion
SPAD3, donde la prueba Tukey indico que tanto TS como T1 fueron estadisticamente
iguales e inferiores a los demas tratamientos. En la ultima observacion (SPAD7) todos

los tratamientos fueron iguales estadisticamente (Tabla 2-13).

Tabla 2-21. Datos del contenido de clorofila obtenido en la hoja 6 de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II. Agrupamientos con diferente

letra representa diferencias significativas (p<0,05) segiin prueba Tukey.

Dosis de AS
Tratamientos SPAD3 SPAD4 SPADS SPADG6 SPAD7
(M)
T1 10 3043 b 26,88 a 2197 a 6,76 a 0,52 a
T2 50 31,77 a 2596 a 21,63 a 6,42 a 0,63 a
T3 100 32,38 a 28,05 a 22,02 a 9,33 a 0,74 a
T4 200 32,28 a 28,16 a 2390 a 1042 a 1,22 a

TS 500 3035 b 2497 b 20,35 b 590 b 0,39 a
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Dosis de AS
Tratamientos SPAD3 SPAD4 SPADS SPADG6 SPAD7
(uM)
To6 0 30,93 a 2781 a 21,75 a 6,87 a 0,39 A

En la hoja 8, las observaciones 5 y 7 (p-value<0,05) mostraron diferencias significativas
donde el tratamiento TS (500uM) fue inferior estadisticamente a todos los tratamientos,
con valores de 27,89 y 18,99 para SPADS y SPAD7 respectivamente (Anexo 2-20)
(Tabla 2-14). En las mediciones SPAD6 y SPADS, segtin la prueba Tukey todos los
tratamientos fueron estadisticamente iguales. En esta hoja no se observé un patrén claro
en el contenido de clorofilas en el tratamiento T5 en comparacién con las hojas

anteriores, por lo que sus diferencias estadisticas se deban al error experimental.

Tabla 2-22. Datos del contenido de clorofila obtenido en la hoja 8 de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II. Agrupamientos con diferente

letra representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Tratamientos Dosis de AS SPADS SPADG6 SPAD7 SPADS
(nM)
T1 10 30,29 a 25,06 a 21,07 a 9,65 a
T2 50 29,56 a 2535 a 20,92 a 9,53 a
T3 100 30,53 a 2548 a 23,20 a 9,69 a
T4 200 31,48 a 26,90 a 23,80 a 9,90 a
TS 500 27,89 b 2443 a 18,99 b 9,04 a
T6 0 29,30 a 2490 a 20,50 a 9,39 a

En términos generales los resultados muestran que las aplicaciones de AS en dosis de
10, 50, 100, 200 uM no se diferenciaron del testigo sin aplicacion en las hojas 4, 5, 6 y
8 en las primeras 3 observaciones posteriores a la implementacion de los tratamientos.
En el caso de la aplicacion de AS en la dosis de 500 uM se observa efecto negativo al
reducir el contenido de clorofilas. La ultima lectura, la totalidad de las hojas evaluadas
presentaron el mismo comportamiento estadisticamente, debido posiblemente a la alta

variabilidad en los datos.
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Weaver (1976) reporta que, en las respuestas clasicas de la accion de las hormonas en el
proceso fisiologico, existe una concentracion minima en la cual donde se evidencia un
efecto favorable en el proceso fisioldgico, pero al aumentar dicha concentracion el
efecto comienza a descender hasta igualar al testigo y puede llegar al punto de ser
inhibitoria. En este caso las dosis 10, 50, 100 y 200 uM no favorecieron el contenido de
clorofila en comparacion al testigo, a pesar de que 200 uM fue quien presentd los
valores mas altos sin diferencias significativas, pero 500 uM fue la dosis que pudo
provocar efectos adversos sobre el contenido de clorofilas. En este caso se podria
evaluar dosis intermedias para determinar si efectivamente existe un efecto positivo

sobre esta variable que sea superior al testigo.

Algunos estudios demuestran un aumento en el contenido de clorofila en dosis bajas y
efectos adversos en dosis superiores; Fariduddin et al. (2003) trabajaron con plantas de
B. juncea que fueron asperjadas con concentraciones bajas (1x10° M) (10uM) de AS, y
encontraron que el contenido de clorofila incremento6 significativamente, mientras que
las concentraciones mas altas demostraron ser inhibidoras. Por otro lado, Hayat et al.
(2005), informaron que el contenido de pigmento aumentd significativamente en las
pléantulas de trigo, obtenidas de los granos pre tratados con la menor concentracion
(1x10° M) (10uM) de AS, mientras que las concentraciones mas altas no demostraron
ser beneficiosas (1x107 M) (1000 uM), del mismo modo, Yanik et al. (2018)
encontraron que el contenido total de clorofila en plantas de Secale cereale se
incremento cuando se realizaron aplicaciones de 10 uM de AS, pero disminuy6 cuando
se aplicaron concentraciones mas altas (100 y 500 uM). Esto hace evidente que las
respuestas cambian de acuerdo con la especie vegetal en estudio, la concentracion y

forma de aplicacion

Algunos autores indican que el descenso del contenido de clorofilas como consecuencia
a las altas concentraciones de AS es atribuido a la inhibicion de algunas enzimas
(catalasas) encargadas de eliminar las especies reactivas de oxigeno (EROs) que causan
dafios por estrés oxidativo u oxidacion inespecifica de proteinas y lipidos (cloroplastos;
clorofilas) (Li ef al., 1992). Estudios realizados por Tasgin ef al. (2006) y Szepesi et al.
(2005) encontraron que los tratamientos de AS disminuyeron la actividad de la catalasa

en el trigo y en el tomate respectivamente. Por tal motivo, es necesario realizar estudios
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a nivel de sintesis de enzimas en las plantas de lechuga para demostrar su efecto sobre

las mismas y corroborar esta informacion.

4.2.4 Seleccion de dosis de aplicacion

Para la variable de peso seco y fresco de hojas, los resultados muestran que no existe
efecto de la aplicacion de AS en las dosis de 10, 50, 100 y 200 uM aunque se evidencio
una tendencia al aumento en los valores a medida que se incrementaron las dosis. Sin
embargo, el efecto logrado a la dosis mayor (200 puM) tampoco se diferencid
estadisticamente del testigo sin aplicacion. La posibilidad de seguir incrementando las
dosis de AS no es viable ya que se comprob6 que la concentracion mas alta (500 uM)
no solamente no se diferenci6 estadisticamente del tratamiento testigo sin aplicacion,
sino que el peso seco y fresco fue inferior a todos los demas tratamientos, incluso
inferior al testigo sin tratar. En lo que respecta a el nimero de hojas totales (HTotal),
total de hojas presentes a cosecha (HTCosecha), hojas expandias (HTipoll) y hojas
potenciales (HTipol) los resultados fueron similares, ya que no existe efecto de la
aplicacion de AS en las dosis de 10, 50, 100 y 200 uM, pero en este caso no se
evidencié una tendencia al aumento en los valores en funcién a medida que se
incrementaron las dosis. A esto se suma que el efecto logrado con la dosis mayor (200
uM) tampoco se diferencio estadisticamente del testigo sin aplicacion. Finalmente, para
el contenido de clorofilas, los resultados obtenidos muestran que no existe efecto de la
aplicacion de AS en todas las dosis evaluadas excepto con la dosis mas alta que resulto

en una disminucion significativa en las primeras lecturas del contenido de clorofila.

Teniendo en cuenta que los estos resultados muestran que no hay efecto positivo de las
aplicaciones de AS sobre las variables de rendimiento (peso fresco y seco), numero de
hojas (HTotal, HTCosecha, HTipol y HTipoll), y contenido de clorofilas, se
seleccionaron las dosis de 10 y 200 uM y se determind la concentracion (una alta o baja

dosis) que es capaz de promover las defensas propias de las plantas.
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6. ANEXOS

6.1 Anexo 2-1. Anova y pruebas Tukey para peso fresco de hojas de las plantas de

lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE 1

Univariate Results for Each DV (Datos Forma y dosis2.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of |PFresco |PFresco |PFresco |PFresco

Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1]1154251,6 | 154251,6 | 7334,419 | 0,000000
Forma 1 325,8 3258| 15,494 0,000231
Dosis 3 74,7 249 1,184 0,324143
Forma*Dosis 3 393,2 131,1 6,232 |0,000993
Error 56| 11777 21,0
Total 63| 1971,5

Tukey HSD test; variable PFresco (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 21,031, df = 56,000

Forma |Dosis |PFresco | 1 | 2
Cell No Mean
8 Suelo  200(/43,42500 | ****
7 Suelo, 100|(44,15750 | ****
2 Foliar 50|49,58625 | ****
6 Suelo 50|49,64750 | ****
5 Suelo 0|50,11875 | ****
1 Foliar 0//50,11875 | ****
3 Foliar  100(/50,41000 | ****| ****
4 Foliar  200|[55,28500 e

6.2 Anexo 2-2. Anova y prueba Tukey para peso seco de hojas de las plantas de

lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE 1

Univariate Results for Each DV (Datos Forma y dosis2.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

PSeco PSeco PSeco PSeco
Effect SS MS F p
Intercept 2783,043 | 2783,043 | 2405,413 | 0,000000
Forma 7,930 7,930 6,854 0,01135%4
Dosis 2,093 0,698 0,603 0,615854
Forma*Dosis 11,849 3,950 3,414 0,023467
Error 64,792 1,157
Total 86,663
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Tukey HSD test; variable PSeco (Datos Formay dosis2 rendimiento FINAL)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,1570, df = 56,000
Forma |Dosis | PSeco 1] 2

Cell No Mean

8 Suelo, 200| 5,829142 | ****

7 Suelo,  100| 5,906969 | ****

2 Foliar 50| 6,168220 | ****

6 Suelo 50| 6,446898 | ****

5 Suelo 0| 6,786250 | ****

1 Foliar 0| 6,786250 | ****

3 Foliar  100| 7,256330 | ****| ****

4 Foliar 200} 7,574500 e

6.3 Anexo 2-3. Pruebas Tukey para el componente forma de aplicacion sobre la

variable peso fresco y seco de hojas en la FASE 1.

Tukey HSD test; variable PFresco (Datos Forma y dosis2.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 21,031, df = 56,000

Forma |PFresco | 1 2
Cell No. Mean
2 Suelo|[46,83719 | ****
1 Foliar||51,35000 e

Tukey HSD test; variable PSeco (Datos Forma y dosis2.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 1,1570, df = 56,000

Forma | PSeco 1| 2
Cell No. Mean

2 Suelo| 6,242315  ****
1 Foliar]| 6,946325 i
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6.4 Anexo 2-4. Anova para nimero de hojas sin expandir (HTipol) de las plantas de

lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE 1

Univariate Results for Each DV (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL .sta)
Sigma-restricted param eterization
Effective hypothesis decomposition

HTipol HTipol HTipol HTipol
Effect SS MS F p
Intercept 8145,063 | 8145,063 | 16586,31 | 0,000000
Forma 0,563 0,563 1,15 0,2890%4
Dosis 0,188 0,063 0,13 0,943549
Forma*Dosis 0,687 0,229 0,47 0,706703
Error 27,500 0,491
Total 28,938

6.5 Anexo 2-5. Anova y prueba Tukey para nimero de hojas expandidas (HTipoll)

de las plantas de lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE I

Univariate Results for Each DV (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL .sta)
Sigma-restricted param eterization
Effective hypothesis decomposition
HTipoll HTipoll HTipoll HTipoll
Effect SS MS F p
Intercept 8441,016 | 8441,016 | 4253,740  0,000000
Forma 8,266 8,266 4,165/ 0,045983
Dosis 4,047 1,349 0,680 0,568098
Forma*Dosis 14,547 4,849 2,444 0,073526
Error 111,125 1,984
Total 137,984
Tukey HSD test; variable HTipoll (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,9844, df = 56,000
Forma |Dosis | HTipoll 112
Cell No Mean
8 Suelo| 200|[ 10,37500 |****
7 Suelo| 100|[ 10,87500 |****
2 Foliar 50| 11,00000 | ****
6 Suelo 50| 11,37500 | ****
5 Suelo 0| 11,37500  ****
1 Foliar 0| 11,37500  ****
3 Foliar  100f 11,87500 ****| ****
4 Foliar ~ 200{ 12,62000 il
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6.6 Anexo 2-6. Anova y prueba Tukey numero de hojas de numero de hojas totales a

cosecha (HTCosecha) de las plantas de lechuga sometidas a los diferentes

tratamientos de la FASE 1.

6.7 Anexo 2-7. Pruebas Tukey para el componente forma de aplicacion sobre la

variable nimero de hojas expandidas (HTipoll) en la FASE L.

Univariate Results for Each DV (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
HTCosecha |HTCosecha [HTCosecha |HTCosecha
Effect SS MS F p
Intercept 33169,52 33169,52 12978,12 0,000000
Forma 13,14 13,14 5,14 0,027239
Dosis 5,80 1,93 0,76 0,523522
Forma*Dosis 21,42 7,14 2,79 0,048577
Error 143,12 2,56
Total 183,48
Tukey HSD test; variable HTCosecha (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 2,5558, df = 56,000
Forma |Dosis |HTCosecha | 1 2
Cell No Mean
8 Suelo. 200 21,37500 il
7 Suelo, 100 22,00000 bl
2 Foliar 50 22,25000 b
6 Suelo 50 22,25000 i
5 Suelo 0 23,25000 i
1 Foliar 0 23,25000 bl
3 Foliar, 100 23,75000 | x| v
4 Foliar 200 24,12000 ****

Tukey HSD test; variable HTipoll (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 1,9844, df = 56,000

Forma | HTipoll 1] 2
Cell No. Mean
2 Suelo| 11,12500 | ****
1 Foliar]| 11,84375 e




6.8 Anexo 2-8. Pruebas Tukey para el componente forma de aplicacion sobre la

variable numero de hojas a cosecha (HTCosecha) en la FASE 1.

Tukey HSD test; variable HTCosecha (Datos Forma y dosis2 rendimiento FINAL)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 2,5558, df = 56,000

Forma |HTCosecha | 1 2
Cell No. Mean
2 Suelo 22,09000 & ****
1 Foliar 23,21875 i
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6.9 Anexo 2-9. Anova para los contenidos contenido de clorofilas (SPAD) en las

plantas de lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE I durante

las 4 observaciones realizadas y prueba Tukey para as lecturas SAPD3 y

SPAD4.
Univariate Results for Each DV (Datos Forma y dosis2.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of | SPAD1 ‘SPAD1 SPAD1 ‘SPAD1 SPAD2 | SPAD2 ‘SPAD2 ‘SPADZ SPAD3 | SPAD3 | SPAD3 ‘ SPAD3 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD4 ‘SPAD4
Effect Freedom Ss MS F p SS Ms F P Ss MS F SS Ms F
Intercept 1] 22992,46  22992,46 9277,508 0,000000]( 52316,81 52316,81 16496,22 0,000000 47011,99 47011,99 17734,93 0,000000 || 4559,782  4559,782 1239,621 0,000000
Forma 1 3,30 3,30 1,333 0,252675 0,01 0,01 0,00 0957815 1,32 1,32 0,50 0,482210 26,980 26,980 7,335 0,008697
Dosis 3| 14,17 472 1,906 0,137623 30,43 10,14 3,20 0,029278 116,61 38,87 14,66 0,000000 68,654 22,885 6,221 0,000907
Forma*Dosis 3 8,72 291 1,172 0,327368 28,52 9,51 3,00 0,037200 50,70 16,90 6,38 0,000765 49,845 16,615 4,517 0,006221
Error 3| 156,13 248 199,80 317 167,00 265 231,737 3,678
Total 0| 182,69 259,96 335,05 373,306
Tukey HSD test; variable SPAD3 (Datos SPAD4 FINAL.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 2,3367, df = 64,000
Forma |Dosis | SPAD3 1|2
Cell No. Mean
8 Suelo  200| 23,35889 | ****
7 Suelo| 100 23,71111 | ****
2 Suelo 50| 24,27444 | ****
5 Suelo 0] 26,21444 | **** ****
1 Foliar 0| 26,21444 | **** ****
6 Foliar 50]( 26,29000 i
3 Foliar,  100|| 27,24667 rE
4 Foliar, 200} 27,35111 i
Tukey HSD test; variable SPAD4 (Datos SPAD4 FINAL.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 3,0475, df = 64,000
Forma |Dosis | SPAD4 112 | 4
Cell No Mean
8 Suelo,  200| 5,93111 | ****
7 Suelo| 100| 6,33444 =****
6 Suelo 50 6,47222 ****| x>
5 Suelo Off 7,72778 | **** ****
1 Foliar Olf 7,72778 **** ****
2 Foliar 50| 8,74556 il il
3 Foliar,  100| 8,93333 e
4 Foliar,  200|| 10,62222 i




6.10 Anexo 2-10. Pruebas Tukey para el componente forma de aplicacion

sobre contenido de clorofilas en la FASE 1.

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD3 (Datos SPAD4 FINAL.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 2,8938, df = 64,000

Forma | SPAD3 1 2
Mean

Suelo|( 24,38500 | ****
Foliar| 26,77250 e

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD4 (Datos SPAD4 FINAL.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 3,0475, df = 64,000

Forma | SPAD4 | 1 | 2
Mean

Suelo|| 6,612500  ****
Foliar] 9,002500 i

6.11

Anexo 2-11. Anova y prueba Tukey para el peso fresco de hojas de las

plantas de lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II

Univariate Results for Each DV (Spreadsheet97)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of |PFresco |PFresco |PFresco |PFresco

Effect Freedom SS MS F p
Intercept 1]{187600,4  187600,4  14300,10 0,000000
Dosis 5 401,3 80,3 6,12/ 0,000147
Error 54 708,4 131
Total 59 1109,8
Tukey HSD test; variable PFresco (Spreadsheet97)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 13,119, df = 54,000
Dosis |PFresco | 1 | 2
Cell No. Mean
6 500|(51,13400 il
1 0[|54,91000 | **** | *x**
2 10(/55,65800 @ **** ****
3 50(56,55000 & ****
4 100|58,16800 & ****
5 200][59,18000 @ ****

81
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Anexo 2-12. Anova y prueba Tukey de peso seco de hojas de las plantas

Univariate Results for Each DV (Spreadsheet97)
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
PSeco | PSeco | PSeco | PSeco
Effect SS MS F p
Intercept | 3046,650 | 3046,650 | 5989,437  0,000000
Dosis 17,559 3,512 6,904 | 0,000048
Error 27 468 0,509
Total 45,027
Tukey HSD test; variable PSeco (Spreadsheet97)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 50867, df = 54,000
Dosis | PSeco 1| 2
Cell No. Mean
6 500( 6,149000 | ****
1 0[ 6,797000 | ****
2 10( 7,248000 bl
3 50| 7,309000 b
4 100) 7,357000 b
5 200{ 7,895000 o
6.13

lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II

Anexo 2-13. Anova para numero de hojas total (HTotal) de las plantas de

Univariate Results for Each DV (Datos 10-500 rendimiento.sta)
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
HTotal HTotal HTotal HTotal
Effect SS MS F p
Intercept | 67469,07 | 67469,07 | 139058,4  0,000000
Dosis 2,73 0,55 1,1 0,357426
Error 26,20 0,49
Total 28,93
6.14 Anexo 2-14. Anova para numero total de hojas a cosecha (HTCosecha)
de las plantas de lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE 11
Univariate Results for Each DV (Datos 10-500 rendimiento)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
HTCosecha |[HTCosecha |HTCosecha |HTCosecha
Effect SS MS F p
Intercept 42880,27 42880,27 49266,69 0,000000
Dosis 8,73 1,75 2,01 0,092317
Error 47,00 0,87
Total 55,73
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Anexo 2-15. Anova para numero de hojas sin expandir (HTipol) de las

plantas de lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II

Univariate Results for Each DV (Datos 10-500 rendimiento.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

HTipol HTipol HTipol HTipol
Effect SS MS F p
Intercept | 14477,07 | 14477,07 | 53545,32 | 0,000000
Dosis 2,33 047 1,73 0,144341
Error 14,60 0,27
Total 16,93
6.16

Anexo 2-16. Anova para nimero de hojas expandidas (HTipoll) de las

plantas de lechuga sometidas a los diferentes tratamientos de la FASE II

Univariate Results for Each DV (Datos 10-500 rendimiento.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
HTipoll HTipoll HTipoll | HTipoll
Effect SS MS F p
Intercept | 7526,400 | 7526,400 | 11612,16 | 0,000000
Dosis 2,600 0,520 0,80 0,553001
Error 35,000 0,648
Total 37,600
6.17 Anexo 2-17. Anova y pruebas Tukey para los contenidos de clorofilas
(SPAD) de 1a hoja 4 en las plantas de lechuga sometidas a los diferentes
tratamientos de la FASE II durante las 8 observaciones realizadas.
Univariate Results for Each DV (Spreadsheet109)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SPAD1 | SPAD1 | SPAD1 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD3
Effect MS F p Ss MS E SS MS E p
Intercept | 26552,48 | 19521,89 | 0,000000]| 32505,87 | 32505,87 | 11972,39 | 0,000000| 33099,76 | 33099,76 | 15848,69 | 0,000000
Dosis 4,44 3,26/ 0,012060[ 36,89 7,38 2,72]0,029146] 97,21 19,44 9,31] 0,000002
Error 1,36 146,61 2,72 112,78 2,09
Total 183,51 209,99
Univariate Results for Each DV (Spreadsheet109)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SPAD4 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD5
Effect SS MS F p SS MS F p
Intercept | 17389,34 | 17389,34 | 1767,255 | 0,000000 |{ 2472,342 | 2472,342 | 76,49000 | 0,000000
Dosis 328,41 65,68 6,675/ 0,000066( 111,925 22,385/ 0,69255 0,631266
Error 531,35 9,84 1745,411 32,322
Total 859,75 1857,335




Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD1 (Spreadsheet109)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,3601, df = 54,000

Dosis | SPAD1 1| 2
Mean

W= [(hlOOINO®

500| 19,81000 e
50| 20,79000 | ***x | *xx*
10]{ 21,19000 | ****| ****
0 21’305(1) kkkk | kkkk

100] 21,52000 | ****

200| 21,60500  ****

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD2 (Spreadsheet109)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 2,7151, df = 54,000

Dosis| SPAD2 | 1 | 2
Mean

AINW|I~O|—

500| 22,20500 | ****

10| 22,61500 | ****| ****
0l 23,14000 **** ****
50 23,255([) kkkk kkkk

100] 23,83000 | **** ****

200| 24,61000 e

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD3 (Spreadsheet109)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 2,0885, df = 54,000

Dosis | SPAD3 1 2
Mean

BN W=

500| 20,94000 e
10| 23,02000  ****

0] 23,58500 | ****

50| 24,22000  ****
100( 24,38000 | ****
200| 24,78000  ****

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD4 (Spreadsheet109)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 9,8397, df = 54,000

Dosis | SPAD4 1 2
Mean

BN W OO~

500( 11,89000 i
50j( 17,35000 | ****

10{ 17,82000 | ****

0| 17,89500 | ****
100 18,44000 | ****
200| 18,75000 | ****

84
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Anexo 2-18. Anova y Pruebas Tukey para los contenidos de clorofilas

(SPAD) de la hoja 5 en las plantas de lechuga sometidas a los diferentes

tratamientos de la FASE II durante las 8 observaciones realizadas.

Univariate Results for Each DV (Datos SPAD H5 10-500.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of | SPAD1 | SPAD1
Effect Freedom SS

MS

SPAD1 ‘ SPAD1
F p

SPAD2 ‘
ss

SPAD2 ‘ SPAD2 ‘ SPAD2 | SPAD3 ‘ SPAD3 ‘ SPAD3 ‘ SPAD3
MS F p Ss MS F p

Intercept

1]| 32296,72  32296,72 | 24061,65 0,000000

39519,10  39519,10 | 26555,02 | 0,000000]{ 41575,07  41575,07 | 23297,76 | 0,000000

Dosis
Error

5 9,18
54 7248

1,84 1,37 0,251169
1,34

47,40
80,36

9,48 6,37 0,000102 31,61 6,32 3,54 0,007652
149 96,36 1,78

Total

59 81,66

127,76

127,98

Effect

Univariate Results for Each DV (Datos SPAD H5 10-500.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SPAD4 | SPAD4 | SPAD4
SS MS F

SPAD4
p

SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD5
Ss VS F b

Intercept

27561,55 | 27561,55 | 6422,635  0,000000] 10391,69 | 10391,69 | 895,2074 | 0,000000

Dosis

Error

78,22
231,73

15,64 3,646 | 0,006492 58,19 11,64, 1,0025 0,425209

4,29

626,84 11,61

Total

309,95

685,03

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD2 (Datos SPAD H5 10-500.sta)

Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,4882, df = 54,000

Dosis | SPAD2
Mean

1] 2

AN IOOW|—=

500|| 23,98600

0| 25,25025
50(| 25,73000
10| 25,92000
100(| 26,31000
200|| 26,78900

*kkk

*kkk Kkkkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD3 (Datos SPAD H5 10-500.sta)

Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,7845, df = 54,000

Dosis | SPAD3
Mean

1] 2

BN~ |W

500|| 25,49000
0| 25,62000
10| 25,74500
50| 26,85000

100(| 26,89500

200|| 27,34000

*kkk

*kkk Kkkkk

*kkk  Kkkkk

kkkk kkkk

*kkk kkkk

*kkk
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Tukey HSD test; variable SPAD4 (Datos SPAD H5 10-500.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 4,2913, df = 54,000
Dosis | SPAD4 | 1 | 2
Cell No. Mean
500{( 19,65000 b
0l 20,62500  **** *xxx
10[ 20,79100 | **** *x*x
50 22,30500 **** *xxx
100] 22,48000 | ****
200|| 22,74500 | ****

NfO|hlW(O |~

6.19 Anexo 2-19. Anova y pruebas Tukey para los contenidos de clorofilas
(SPAD) de la hoja 6 en las plantas de lechuga sometidas a los diferentes

tratamientos de la FASE II durante las 8 observaciones realizadas.

Univariate Results for Each DV (Datos SPAD H6 10-500.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of | SPAD3 ‘ SPAD3 | SPAD3 ‘ SPAD3 | SPAD4 ‘ SPAD4 ‘ SPAD4 ‘ SPAD4 | SPAD5 ‘ SPAD5 ‘ SPAD5 ‘ SPAD5
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Intercept 1][59012,62 59012,62 | 30356,61 0,000000][ 43653,37  43653,37 | 11388,56 | 0,000000][28964,17 | 28964,17  4118,214 | 0,000000
Dosis 5[ 4131 8,26 425 0,00248] 8315 16,63 434]0,002165][ 65,81 1316 1,871 0,114661
Error 54] 10497 194 206,99 383 379,79 7,03
Total 59 146,28 290,13 445,60

Univariate Results for Each DV (Datos SPAD H6 10-500.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SPAD6 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD7 | SPAD7 | SPAD7 | SPAD7
Effect SS MS F p SS MS F p
Intercept | 3484,016 | 3484,016 | 350,6829 | 0,000000] 29,2322 29,23224 | 10,37112 | 0,002169
Dosis 164,629 32,926  3,3141 0,011067| 4,1017 0,82034 0,29104| 0,915899
Error 536,487 9,935 152,2055 | 2,81862
Total 701,116 156,3072

Tukey HSD test; variable SPAD3 (Datos SPAD H6 10-500.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,9440, df = 54,000
Dosis | SPAD3 | 1 | 2
Cell No. Mean
500|| 30,35500 | ****

10| 30,43000 | ****

0]l 30,93900 | **** *xxx

50 31,775m *hkkk kkhkkk
200|( 32,28500 e
100{ 32,38500 el

AN~ W
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Tukey HSD test; variable SPAD4 (Datos SPAD H6 10-500.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 3,8331, df = 54,000
Dosis | SPAD4 | 1 | 2
Cell No. Mean
500(( 24,97000 bl
50| 25,96000 @ ****| ****
10| 26,88950 | **x*x| ****
0[ 27,81000 | ****
100(| 28,05000 & ****
200} 28,16000 | ****

N~ INW|=

Tukey HSD test; variable SPAD5 (Datos SPAD H6 10-500.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 7,0332, df = 54,000
Dosis | SPAD5 | 1 | 2
Cell No. Mean
500(( 20,35000 | ****

50| 21,63755 | ****

0[ 21,75500 | ****

10| 21,97500 | ****
100|| 22,20500 | ****| ****
200]| 23,90500 e

A= IN|W

Tukey HSD test; variable SPAD6 (Datos SPAD H6 10-500.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 9,9349, df = 54,000
Dosis | SPAD6 | 1 | 2
Cell No. Mean
500| 5,90000 ****

50| 6,42500 | ****

10| 6,76600 ****

0| 6,87500 ****

100] 9,33000 | ****| ***=*
200| 10,42500 el

DB [0 W[IN

6.20 Anexo 2-20. Anova y pruebas Tukey para los contenidos de clorofilas
(SPAD) de la hoja 8 en las plantas de lechuga sometidas a los diferentes

tratamientos de la FASE II durante las 8 observaciones realizadas.

Univariate Results for Each DV (Datos SPAD H8 10-500.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of | SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p

—_

Intercept 53446,43 | 53446,43 | 7993,334 | 0,000000]| 38580,68 | 38580,68 | 4736,908 | 0,000000
Dosis 75,60 15,12 2,261 0,061214 35,60 7,12 0,874 0,504679
Error 54| 361,06 6,69 439,81 8,14

Total 59| 436,67 475,41

[¢)]
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Effect

Univariate Results for Each DV (Datos SPAD H8 10-500.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SPAD7
SS

SPAD7
MS

SPAD7
F

SPAD7
p

SPADS8
SS

SPAD8
MS

SPADS8
F

SPAD8
p

Intercept

27523,84  27523,84 | 3216,811 ' 0,000000

5455,164 | 5455,164 | 2129,077 | 0,000000

Dosis

Error

159,53 31,91
462,04

8,56

3,729 0,005681

4,402
138,360

0,880
2,562

0,344 0,884124

Total

621,57

142,762

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD5 (Datos SPAD H8 10-500.sta)

Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 6,6864, df = 54,000

Dosis | SPAD5 1

Mean

2

NOWw| k[~ O

500/ 27,89000 | ****
0] 29,30500 | ****
50( 29,56500  ****
10 30,29500 | ****

100j[ 30,53500 | ****

200|) 31,48500

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD7 (Datos SPAD H8 10-500.sta)

Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 8,5563, df = 54,000

SPAD7
Mean

1] 2

a2 INWO®

18,99300
20,50700
20,92500
21,07500
23,20500
23,80300

*kkk

*kkk Khkkk

*kkk Khkkk

kkkk  kkkk

k*kkk

*kkk




CAPITULO 3

Efecto de dos cepas de Trichoderma sp., acido salicilico y su combinacion en el
control de Sclerotinia sclerotiorum y en el desarrollo y crecimiento de lechuga

(Lactuca sativa L.)

89
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1. INTRODUCCION

El cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.) se lleva a cabo en diferentes paises del mundo,
concentrando cerca del 80% de la produccion mundial en los continente asidtico y
europeo, y el 20% restante en el continente americano (Viteri et al, 2013). En
Argentina, es cultivada en casi todo el pais con sus distintas variedades, en los
cinturones verdes de grandes y medianas ciudades (Vigliola, 1989 citado por Alcala et
al., 2006). Numerosos autores citan consumos de agua entre 52 mm y 125 mm
dependiendo de la época del afio en que se produzca asociado a los regimenes de lluvia
(Defilipis et al., 2008), condiciones que pueden influenciar de forma dramatica la

incidencia y severidad de enfermedades y las dinamicas poblacionales de insectos plaga.

Entre los patdogenos mas importantes se destacan, Botrytis cinerea, Bremia lactucae
(mildiu velloso), Sclerotinia spp. (S. sclerotiorum y S. minor) y algunos virus como los
causantes del mosaico de la lechuga (LMV) y el bronceado del tomate (TSWV)
(Ferreira y Boyle, 1992). Las especies de Sclerotinia figuran entre los patdgenos de
suelo mas polifagos. Adams y Ayers (1979) mencionan como hospedantes a 64
familias, 225 géneros y 361 especies, siendo las Compuestas una de las familias mas
atacadas (64 géneros y 62 especies). Avila et al. (1996) catalogan a Sclerotinia spp.
como uno de los patdogenos mas destructivos y frecuentes en muchas plantas suculentas

y en caso particular de lechuga, causa la podredumbre del cuello en plantas.

Esta enfermedad se controla mediante la aplicacion de productos de sintesis quimica
como vinclozolin, benomil, iprodione, carbendazin y procimidone (Avila y Velandia,
1992) (tres ultimos registrados para su uso en Argentina) (Viglianchino y Huarte, 2014).
Sin embargo, la vida media de estos ingredientes activos es corta, ya que el producto
esta expuesto a la biodegradacion por los microorganismos y a la interaccion con las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo (Subbarao, 1998). Mecatti et al. (2016) indican

que aplicaciones repetidas de fungicidas pueden favorecer las poblaciones microbianas



91

que degradan rapidamente los fungicidas en el suelo y reducen la eficiencia de
tratamiento, asi como la eliminacién de organismos benéficos al ser pesticidas no
selectivos (Hoyos et al., 2008 y Garcia et al, 2012). En muchos casos pueden generar un
impacto negativo sobre el medio ambiente, la biodiversidad, asi como en la salud sobre

los operarios y riesgo de residuos en el producto.

Dentro del marco de alternativas que se presentan al control quimico, se han logrado
importantes avances en términos de control bioloégico que han permitido identificar mas
de 30 especies entre bacterias y hongos como antagonistas y micoparasitos de
Sclerotinia spp. (Smith, 2004 y Agrios, 2002). Se han identificado a Trichoderma spp.,
Gliocladium spp. y Coniothyrium minitans con mayor potencial para el manejo de la
enfermedad (Subbarao, 1998 y McLean, et al, 1996). Aunque dada la alta
susceptibilidad del hospedante (lechuga) muchas de estas medidas no controlan de

forma eficiente (Pérez et al., 2009).

En el caso de Trichoderma spp., diferentes autores mencionan que la eficiencia en el
control de hongos patogenos se debe a que son 1) eficaces en la utilizacion de nutrientes,
1) modificadores de la rizosfera al inducir cambios en el pH y/o poblaciones
microbianas (Ibarra ef al., 2010), iii) existen cepas fuertemente agresivas contra hongos
patdgenos mediante su actividad micoparasita, antibiosis y competencia por sustrato
(Hermosa et al., 2012) y iv) promotores de mecanismos de defensa en las plantas

(Hottink et al., 2006).

Jaimes et al, (2009), indican que varias especies del género Trichoderma, tienen
capacidad formar relaciones estrechas como es el endofitismo, donde el antagonista es
capaz de colonizar los tejidos de las plantas sin causar sintomas visibles donde
permanece como un microorganismo simbionte provocando cambios sistémicos que
ayudan a enfrentar patdgenos y condiciones de estreses abidticos (Hermosa et al., 2012
y Leon et al., 2018). Nawrocka y Malolepsza, (2013) indican que durante la interaccion
planta-Trichoderma, numerosos inductores son liberados por las hifas de Trichoderma
que pueden inducir diferentes tipos de sefiales dentro de la planta (ej. por acido
salicilico (AS), 4cido jasmonico (AJ) o especies reactivas de oxigeno (EROs)), que

desencadena la expresion de proteinas de defensa. Algunos autores afirman que
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Trichoderma, al igual que otros microorganismos benéficos (ej. promotores de
crecimiento), pueden activar la resistencia sistémica (Shoresh et al., 2005) través de la

via de sefializacion AJ/ET (Hermosa et al., 2012).

El desarrollo de mecanismos de defensa en las plantas depende de una red de vias de
sefializacion hormonal, donde el acido salicilico (AS), acido jasmodnico (AJ), etilieno
(ET) entre otras, juegan un papel muy importante (Hermosa et al., 2012). Por lo general
el AS induce mecanismos de resistencia que son activos contra patdégenos biotroficos y
hemibiotréficos, conocida como resistencia sistémica adquirida (RSA). Mientras que
patogenos con estilo de vida necroétrofo, suelen sucumbir a las defensas controladas por
Al y ET, que actian como moléculas de transduccion de senal de las respuestas
sistémicas denominada resistencia sistémica inducida (RSI) (Pérez, 2014), caracteristico

en las interacciones de microorganismos no patogénicos y plantas (Sriram et al., 2009).

Pérez (2014) confirma que plantas tratadas con Trichoderma sp. pueden desencadenar
resistencia sistémica adquirida (RSA) mediada por AS, pero cuando son posteriormente
infectadas por un patégeno, pueden inducir genes de la ruta del AJ y que desencadenan
una respuesta RSI prolongada en el tiempo, afirmacion que coincide con los resultados
del estudio de Hermosa et al. (2012) con plantas de Arabidopsis y la cepa de
Trichoderma atroviride, quienes indican que el pretratamiento con Trichoderma puede
modular la expresion génica dependiente de acido salicilico durante la colonizacion de
las raices por parte del antagonista, y que posteriormente y durante la infeccién por
agentes patogenos, se produce la expresion de genes de defensa inducida a través de la
via de transduccioén de AJ, causando un aumento progresivo de RSI. Esto sugiere que
durante el establecimiento de la relacion simbidtica muy posiblemente Trichoderma sp.
sea reconocido como patdgeno; Ramirez et al., (2014) observéd que durante las primeras
horas de la interaccion se produce un aumento en las defensas mediadas por acido
salicilico (AS) con el fin de confinar al hongo antagonista en el espacio apoplastico

impidiendo su entrada en el sistema vascular.

En la actualidad numerosos estudios estan enfocados al desarrollo de nuevas moléculas
quimicas y/o a la busqueda de nuevos microorganismos antagonistas, pero muy pocos

se han ocupado en incluir moléculas como inductores de resistencia dentro de los planes
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integrados de manejo, como lo es el acido salicilico (AS). Los primeros estudios que
determinaron el papel de AS en la resistencia a enfermedades fueron realizados por
White (1979) en plantas de tabaco, donde evidencidé que plantas tratadas con AS
mostraron resistencia de la infeccion contra el virus del mosaico (TMV) evidenciado
por la reduccién en el nimero de lesiones debido al aumento de la produccion de
proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). Gaftney et al. (1993) citados por
Sanchez et al. (2010) trabajaron con mutantes de Arabidopsis en el gen nahG que
codifica para una enzima salicilato hidroxilasa que metaboliza al AS y evita su
acumulacion, encontraron que después de la infeccion por patdégenos, estas plantas
fueron incapaces de acumular altos niveles de AS, y no lograron expresar genes PR en
las hojas. Kamal et al., (2009) encontraron que la aplicacion de AS a una concentracion
de 200 uM en plantas de tomate puede (i) elevar significativamente los niveles foliares
de AS, (ii) inducir la expresion génica relacionada con patogénesis (PR), y (iii) activar
la resistencia sistémica adquirida (RSA), mecanismos que fueron efectivos en el control
de Alternaria solani. An'y Mou, (2011) afirman que la aplicacion de AS y sus analogos
funcionales, tales como dacido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) y éster S-metilico de
benzotiadiazol (BTH), activa la expresion de genes que codifican para proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR) y la resistencia contra virus, bacterias, oomicetos y

hongos patdgenos en una variedad de plantas dicotiledoneas y monocotiledoneas.

Teniendo en cuenta lo anterior, integrar los diferentes métodos de control se convierte
en una alternativa para solucionar los problemas ocasionados por esta enfermedad,

aprovechando las bondades de cada uno de ellos.

Muchos autores mencionan que los mecanismos RSI y RSA son respuesta de defensa
independientes y en algunos casos excluyentes o antagonista. Kunkel y Brooks (2002)
indica que las interacciones entre la sefalizacion AS y AJ parecen ser complejas, y
existe evidencia de interacciones tanto positivas como negativas o interacciones neutras
y sinérgicas, sin embargo, el modo primario de interaccion entre estas vias parece ser el
antagonismo mutuo. Afirmacioén que coincide con los reportes de Vidal et al., (1997)
quienes encontraron que el tratamiento de las plantas de tabaco con elicitores

producidos por Erwinia carotovora, que se sabe que activa la sefializacion de AJ en 4.
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thaliana, dio como resultado la inhibicion de expresion de los genes de resistencia

dependientes de AS.

Existe evidencia limitada de interacciones positivas entre las vias AJ y AS. Mur et al.
(2006) indican que el tratamiento de Arabidopsis con bajas concentraciones de acido
jasmoénico y 4cido salicilico dio como resultado un efecto sinérgico sobre los genes
PDF1.2 y PR-1, mediados por AJ y AS respectivamente, mientras que, a
concentraciones mas altas, los efectos fueron antagonicos, lo que demuestra que
interaccion AS-AJ depende de la concentracion relativa de cada hormona. Al-Saleh et
al. (2016) encontraron que al integrar tratamientos de Pseudomonas fluorescens (Pf)
(microorganismo PGPR) y 4cido salicilico se mejora el control de la enfermedad del
cancro citrico causado por Xanthomonas citri subsp citri-A, al reducir el tamano de sus
lesiones. Jiménez et al. (2012) concluyen de su trabajo con ajo y Sclerotium cepivorum
Berk. que la resistencia sistémica adquirida (RSA) desarrollada por las plantas después
de la aplicacion del inductor quimico (acibenzolar-S-Metil) y la resistencia sistémica
inducida (RSI) por Trichoderma sp. fueron compatibles y como resultado se obtuvo un
efecto aditivo sobre el nivel de proteccion y la activacion paralela de ambas respuestas

de defensa.

2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de dos cepas de Trichoderma sp., aplicaciones de acido salicilico y su
combinacion en el control de Sclerotinia sclerotiorum y en el desarrollo y crecimiento

de lechuga en condiciones de invernadero.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Evaluar el efecto de 2 cepas de Trichoderma sp., y 2 dosis de acido
salicilico, asi como su combinacidn sobre el peso fresco y seco de las hojas
de las plantas de lechuga.

2.1.2  Evaluar el efecto de las 2 cepas de Trichoderma sp., y las 2 dosis de &cido

salicilico, y su combinacion sobre el contenido de clorofilas.
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2.1.3 Determinar el efecto de 2 cepas de Trichoderma sp., y 2 dosis de éacido
salicilico, asi como su combinacidn, en la incidencia de la podredumbre del
cuello de la lechuga ocasionada por Sclerotinia sclerotiorum.

2.1.4 Evaluar el efecto de 2 cepas de Trichoderma sp. y 2 dosis de acido salicilico,
asi como su combinacién en la severidad de la podredumbre del cuello de la

lechuga causada por Sclerotinia sclerotiorum.

3. MATERIALES Y METODOS

3.2 Localizacion

Los ensayos se llevaron a cabo en los invernaderos del Centro de Investigaciones de
Fitopatologia (CIDEFI) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la
Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

3.2 Material vegetal y manejo del ensayo

Se usaron semillas de lechuga sin tratar (sin aplicaciones de insecticidas y/o fungicidas)
de la variedad “Gallega de invierno”, las cuales fueron pre germinadas en cajas de Petri,
con papel de filtro humedecido y mantenidas en condiciones de oscuridad y temperatura
de 20°C durante 36 horas. Posterior a la emergencia de la radicula fueron trasplantadas
en bandejas de germinacion de 162 alveolos usando como sustrato turba Hi-Soil®. Una
vez que las plantas presentaron 4 hojas verdaderas fueron trasplantadas en macetas de
864 cm® con el mismo sustrato. Se aplicé riego con agua corriente cada tres dias (100
ml por maceta) y fertirriego una vez por semana (100 ml por maceta de solucion
fertilizante la cual fue preparada disolviendo 2,5g de Basfoliar 25-10-17® SP en un litro
de agua).

3.3 Aislados de Trichoderma spp.
Se usaron los dos aislados de Trichoderma sp. (T15 y T22) que presentaron los mejores

resultados en las variables evaluadas durante el Capitulo 1, las cuales fueron

catalogadas como cepas promisorias para el control de S. sclerotiorum.
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3.4 Aislado del patogeno

Se usé un aislado patogénico obtenido de la manera que se describe en el Capitulo 1, el
cual, segun las caracteristicas morfologicas de la colonia y esclerocios, se identificd

como Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary.

3.5 Determinacion de crecimiento enddfito del hongo antagonista

Se usaron semillas de lechuga sin tratar (sin aplicaciones de insecticidas y/o fungicidas)
de la variedad “Gallega de invierno”, las cuales fueron pre germinadas en cajas de Petri,
con papel de filtro humedecido y mantenidas en condiciones de oscuridad y temperatura
de 20°C durante 36 horas. Posterior a la emergencia de la radicula fueron trasplantadas
en bandejas de germinacion independientes de acuerdo al tratamiento usando como

sustrato turba Hi-Soil®.

Una vez las plantas presentaron 4 hojas verdaderas se aplicaron, a 10 plantas, 2 ml de la
suspension de conidios de las cepas de Trichoderma sp. seleccionas en el Capitulo 1
(cepas 15 y 22) a una concentracion de 9x107 conidios.ml!. Para el tratamiento testigo
se uso agua corriente. Después de 8 dias de la aplicacion se utilizd la metodologia
planteada por Gonzalez et al. (2019a), variando el medio de cultivo para la prueba (en
este caso se usd Trichoderma selective medium (TSM), para determinar la actividad
endofita de las cepas. Se tomaron porciones de las raices de las plantas, se cortaron las
secciones de 1 centimetro, se lavaron con agua corriente y se desinfectaron
externamente utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 5%; luego se lavaron
con agua destilada estéril y se sembraron en el medio de cultivo Trichoderma selective

medium (TSM) que posteriormente fueron incubadas en estufa de 26°C durante 5 dias.

Se realizaron observaciones macroscopicas de las colonias, asi como observaciones
microscopicas para determinar las estructuras somadticas y reproductivas (micelio,

conidioforo, conidios, fidlides, etc.) que fueran representativos del género Trichoderma.
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3.6 Tratamientos

Se plantearon 18 tratamientos con 10 plantas cada uno. Los 9 primeros se enmarcaron
dentro de un escenario de AUSENCIA del patéogeno para determinar el efecto de los
diferentes tratamientos en el crecimiento y desarrollo de las plantas de lechuga teniendo
en cuenta los posibles efectos positivos de Trichoderma, éacido salicilico y su
combinacion en el peso seco y fresco de las plantas (Tabla 3-1), mientras que los
tratamientos del 9-19 se implementaron en PRESENCIA del agente patdégeno para
determinar la eficiencia de cada uno de los tratamientos en el control de la podredumbre

del cuello.

Tabla 3-23. Tratamientos planteados para el desarrollo de la tesis.

Tratamiento En AUSENCIA del patogeno
T1 Testigo Absoluto
T2 Aplicacion de Trichoderma sp. T15
T3 Aplicacion de Trichoderma sp. T22
T4 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 10uM
T5 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 200 uM
T6 Aplicacion de Trichoderma sp. T15 y AS 10uM
T7 Aplicacion de Trichoderma sp. T15 y AS 200uM
T8 Aplicacién de Trichoderma sp. T22 y AS 10uM
T9 Aplicaciéon de Trichoderma sp. T22 y AS 200uM
Tratamiento En PRESENCIA del patogeno
T10 Testigo Absoluto
TI1 Testigo Relativo
T12 Aplicacién de Trichoderma sp. T15
T13 Aplicacién de Trichoderma sp. T22
T14 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 10 uM
TI15 Aplicacion de Acido Salicilico (AS) 200 uM
T16 Aplicacion de Trichoderma sp. T15 y AS 10uM
T17 Aplicacion de Trichoderma sp. T15 y AS 200 uM
TI18 Aplicacion de Trichoderma sp. T22 y AS 10 uM
T19 Aplicacion de Trichoderma sp. T22 y AS 200uM

Las aplicaciones de AS y las diferentes cepas del hongo antagoénico se realizaron una
semana antes del trasplante (7 dias); para los taratmientos combinados, primero se hizo
la aplicacion del acido salicilico y 6 horas después las aplicaciones de los aislados de

Trichoderma seleccionados (T15 y T22).
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3.7 Aplicaciones e inoculacion

3.7.1 Aplicacion acido salicilico

La aplicacion de acido salicilico fue dirigida al follaje (aplicacion foliar) en dosis de 10

uM y 200 uM con atomizador hasta punto de goteo.

3.7.2 Trichoderma spp.

La preparacion de la suspension de conidios de las dos cepas de Trichoderma sp., se
llevd a cabo segiin Moénaco et al. (2015); Las cepas seleccionadas se cultivaron en
medio de agar de papa glucosa (APG 2%) con 12 hs. de luz de fotoperiodo (3500 luz
mas cerca de la luz UV, 365 nm) a 20+£2°C por 7 a 15 dias. Los conidios de cada
aislamiento se obtuvieron inundando la superficie del cultivo con agua destilada estéril
para separarlos con una barra de vidrio estéril. Después se filtraron a través de 2 telas de
malla tramadas, las concentraciones de propagulos se ajustaron a 9x107 conidios.ml!, y
se adicionaron 50ul.L™! de 0.05% (v/v) Tween 20 en solucion acuosa. Se tomaron 2 ml
de la suspension y se aplicaron de forma individual en cada alveolo de la bandeja de
germinacion donde se encontraban establecidas las plantulas de lechuga una semana

antes del trasplante.

3.7.3 Sclerotinia sclerotiorum

Para la inoculacién del agente patdgeno Sclerotinia sclerotiorum, se tomaron 10
plantas, a las cuales se les incorpor6 un disco de micelio de 5 mm, el cual fue colocado
0,5 cm de la planta y 0,5 cm de profundidad (Tassara et al., 1998) (Fig. 3-1Ay B)
(Tratamientos del 10 al 19). Los discos fueron obtenidos de cultivo del patogeno sobre
agar papa glucosa (APG) 1,5 %, pH 6,5 en cajas de Petri, que fueron mantenidas en
estufa a 20-22° C durante 7 dias. La inoculacion se realizo 8 dias después del trasplante
(32 dias después de siembra) y 15 dias posterior a la aplicacion de los tratamientos,

siguiendo la técnica Stazzonelli ef al. (2017) y Choudhary et al. (2012).
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Figura 3-7. A) Inoculacion de Sclerotinia sclerotiorum y B) establecimiento del

ensayo.

3.8 Variables evaluadas

Para los tratamientos 1 al 9 se evaluaron las variables de peso fresco y seco de las hojas
de las plantas, y se cuantifico del contenido de clorofila (SPAD). Mientras que para los
tratamientos del 10 al 19 se evaluaron incidencia de la enfermedad, severidad (longitud
y cobertura de la lesion), asi como el area bajo la curva del progreso de la enfermedad.
La cuantificacion de clorofila y las mediciones de Incidencia y severidad de la
enfermedad (longitud y porcentaje de cobertura de la lesion) se realizaron cada 8 dias
después de la inoculacion. Se realizaron dos ensayos independientes y consecutivos con
los mismos tratamientos, donde se evaluaron las mismas variables (exceptuando el

contenido de clorofilas) con el fin de validar los resultados (ensayos A y B).

3.8.1 Peso fresco (PF) v seco (PS) de hojas (Rendimiento): Ensayos A v B

Se tomaron los pesos frescos y secos de las hojas de la totalidad de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos (10 plantas individuales) usando balanza digital
de 0,01 g de precision. Las plantas fueron muestreadas cuando mas del 50% de las
plantas se encontraban en el punto de cosecha (48 dias después de trasplante). Para el
peso seco, las muestras fueron sometidas a estufa de aire forzado durante 48 horas con
temperatura de 70°C o hasta que el peso de las mismas fuera constante usando balanza

digital.
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3.8.2 Cuantificacién del contenido de clorofila (SPAD)

Se us6 el medidor de clorofila Minolta® SPAD 502 el cual mide la concentracion
relativa de clorofila por medio de la luz transmitida a través de la hoja en 650 nm
(longitud de onda fotosintéticamente activa) y 940 nm (Sainz y Echeverria, 1998). Las
lecturas fueron tomadas en todas las plantas, especificamente en el tercio medio y sobre
la lamina foliar de la hoja niimero 5 y 6. Las observaciones se realizaron una vez por

semana después de iniciados los tratamientos hasta la cosecha (6 evaluaciones).

3.8.3 Incidencia de la enfermedad

Para la evaluacidn de la incidencia de la enfermedad, se realizo el recuento del niumero
de individuos que presentaron los sintomas asociados a la enfermedad y se tuvo en
cuenta el nimero total de plantas muestreadas. Con estos datos se utilizé la siguiente

relacion en cada uno de los tratamientos (Arias ef al., 2007):

Numero de plantas afectadas por la enfermedad 100

Incidencia =
Numero total de plantas muestreadas

Los valores de incidencia fueron transformados para su andlisis teniendo en cuenta las
recomendaciones de McCune y Grace (2002), quienes indican que para los valores
expresados en porcentaje la transformacion mas recurrente y apropiada es el arcoseno

de la raiz cuadrada del valor.

3.8.4 Severidad (longitud vy porcentaje de cobertura de la lesion)

Para evaluar la severidad en tallo se midi6 1) el tamafio de la lesién con ayuda de un
medidor pie de Rey, ii) el porcentaje de cobertura de la lesion en tallo, tomando como
100% su circunferencia y iii) el didmetro del tallo. Con esta informacién se calcul6 el

4rea de la lesion en cm?, para esto se us6 la formula propuesta por Chabur (2012):
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Severidad = Longitud de la lesion (cm)
Porcentaje de la lesion (%) * Diametro del tallo (cm)

100

*

El célculo permite determinar el area de la lesién en el tallo teniendo en cuenta la
longitud, cobertura y didmetro del tallo ante la ausencia de una escala de severidad para

este patosistema.

3.8.5 Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Para comparar el comportamiento de los diferentes tratamientos, con los datos de
severidad se calculd el area bajo la curva de desarrollo de la enfermedad (ABCPE)
utilizando la férmula propuesta por Shaner y Finney (1977) aplicando el método de

integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990) y usando la ecuacion:
A AV
ABCPE = Z [%] Xier — X
=1

Doénde: n es el nimero de mediciones de la enfermedad en el tiempo; el término (Yiy
Yi+1) / 2 es el punto medio entre (Y;y Yi+1) que representa la cantidad de enfermedad en
un intervalo de tiempo, correspondiente a la altura de cada rectangulo; y el término (Xi+
- Xji) representa el tiempo (d) entre dos evaluaciones de la enfermedad e indica el ancho

de cada rectangulo.

3.9 Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante un disefio completamente al azar (DCA), con
prueba de comparacion de medias Tukey. Se usaron 10 repeticiones por cada
tratamiento en los ensayos con ausencia (tratamientos del 1 al 9) y presencia

(tratamientos del 10 al 19) del patdgeno.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de crecimiento endofito del hongo antagonista

Luego de una desinfeccion superficial de las raices de las plantas de lechuga se
recuperaron las cepas del agente antagonico posterior a la inoculacion, indicando que
estos microrganismos pueden crecer dentro de las raices de las plantas de lechuga; En
los medios de cultivo, se evidencio la formacién de micelio blanco algodonoso con
pequenas coloraciones verdes alrededor de los trozos de raices. Observaciones
microscopicas permitieron identificar estructuras como conididforos erectos, hialinos,
en su mayoria ramificados, pero no verticilados. Las fialides eran en forma de botella,
hinchada en la regién central pero delgadas hacia el 4pice. Los conidios eran
redondeados a oblongas de color verde y se localizaban en masa sobre los apices de las
fidlides; caracteristicas que, segin Barnett y Hunter, (1972) son propias del género

Trichoderma sp. (Fig. 3-2).

Harman ef al. (2004) afirman que algunas especies del género Trichoderma han sido
descritas como simbiontes avirulentos oportunistas de plantas capaces de formar
asociaciones con las raices, afirmacion que coincide con los reportes de Cummings et
al. (2016) quienes indican que el hongo antagonista puede colonizar ampliamente las

superficies de las raices y establecerse dentro de ellas como endofito.

Hermosa ef al. (2012) afirman que el hongo antagonista debe tener la capacidad de
reconocer, adherirse y penetrar el tejido radical, para lograr su colonizacion. Del mismo
modo, indica que el reconocimiento es facilitado por los polisacaridos altamente
hidratados secretados por la raiz y por los monosacaridos y disacaridos excretados a la
rizosfera, los cuales a su vez, fomentan el crecimiento de los hongos, mientras que la
adherencia a la superficie de la raiz por parte del hongo antagonista puede estar mediada
por hidrofobinas, que son pequefias proteinas hidrofobicas de la capa externa que
recubren la superficie de las células del hongo, las cuales tiene como objetivo permitir
la fijacion de las hifas a la raiz (Viterbo y Chet, 2006) e identificar la celulosa y
modificar la arquitectura de la pared celular de la planta para facilitar su colonizacion

(Brotman et al., 2008).
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Trichoderma sp. cepa 15 Trichoderma sp.22 Tratamiento testigo
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Trichoderma sp. cepa 15 Trichoderma sp.22 Tratamiento testigo

Figura 3-8. A) Detalle del crecimiento radical de las plantas sometidas a los
tratamientos con Trichoderma sp. cepa 15 y 22 B) Siembra en medio selectivo para
Trichoderma (TSM) de fragmentos de raiz de lechuga y caracteristicas macroscopicas

de las colonias

Shi et al., (2009) indican que algunos hongos endofiticos mutualistas pueden actuar
como promotores bioldgicos para la activacion de los sistemas de defensa ante
condiciones adversas bidticas y/o abidticas, mediante la produccion de varios
antibidticos y metabolitos secundarios. Entre los principales endofitos como agentes de
control bioldgico, existe un grupo de hongos del género Trichoderma sp, considerados
antagonistas naturales de fitopatdgenos y son ampliamente utilizados en la agricultura,
poseen un gran potencial de biocontrol a plagas y enfermedades (Ledn et al, 2018),
puede sugerirse que los aislados de Tichoderma usados en esta investigacion pueden
presentar potencial de biocontrol mediante interaccion directa con la planta
(endofitismo) y desarrollar o inducir resistencia sistémica (RSI); Gonzdlez et al.
(2019b) encontraron que cepas endofitas de Trichoderma presentan potencial de

biocontrol de mediante la induccién de resistencia sistémica (RSI).

4.2 Peso fresco (PF) v seco (PS) de hojas (Rendimiento): Ensayos A v B

Se evidenciaron diferencias significativas solo en la variable del peso fresco en los
ensayos A y B (p-value<0,01) (Anexo 3-1). Segun la prueba Tukey, los tratamientos T3
(Tri 22) y TS5 (AS 200 uM) fueron superiores estadisticamente con valores de 39,40 y
41,35 y 44,78 y 46,12 para ensayos A y B respectivamente (Tabla 3-2) (Fig. 3-3),

mientras que los valores mas bajos fueron registrados en los tratamientos T6 y T7 que
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corresponden a la aplicacion de 7. harzianum cepa 15 con ambas dosis de AS (10 y 200
uM). Por otro lado, el tratamiento testigo, fue igual estadisticamente a los tratamientos

T2, T4, T8 y T9 en el ensayo A y B para esta variable (peso fresco)

En lo que respecta al peso seco no hubo efecto de la aplicacion de los aislados de
Trichoderma sp., ni hubo efecto de la aplicacion de las dos dosis de AS, ni tampoco en
las aplicaciones combinadas de las cepas de Trichoderma sp. y diferentes dosis de AS.

Por lo que los tratamientos no se diferenciaron estadisticamente del testigo absoluto sin

aplicaciones.
Peso fresco y seco en los ensayos Ay B
I PFrescoA
50 - [ PSecoA
[ PFescoB
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5
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AS 10
AS 200

Testigo Absoluto
Tri 15+ AS 10
Tri 15 + AS 200
Tri 22 + AS 10
Tri 22 + AS 200

Figura 3-3. Peso fresco y seco de las plantas sometidas a los tratamientos del 1 al 9 en

los ensayos Ay B



106

Tabla 3-24. Datos de peso fresco y seco obtenidos en las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos en los ensayos A y B. Agrupamientos con diferente letra

representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Ensayo A Ensayo B
Tratamiento Descripcion Peso fresco (g) Peso seco (g) Peso fresco (g) Peso seco (g)
T1 Testigo Absoluto 38,40 b 4,51 a 40,00 b 48 a
T2 Tri 15 37,60 b 4,79 a 38,07 b 4,94 a
T3 Tri 22 39,40 a 4,82 a 4478 a 5,07 a
T4 AS 10 yM 38,67 b 4,90 a 40,68 b 483 a
TS AS 200 uM 41,35 a 4,86 a 46,12 a 5,09 a
T6 Tri 15+ AS 10uM 36,60 ¢ 422 a 35,67 ¢ 4,63 a
T7 Tri 15+ AS200uM 34,40 ¢ 422 a 36,28 ¢ 4,77 a
T8 Tri 22 + AS 10uM 36,90 b 4,37 a 38,12 b 4,84 a
T9 Tri 22 + AS200uM 36,65 cb 4,24 a 39,52 b 483 a

Tri: Trichoderma sp.; AS: Acido salicilico; uM: micromolar

Existen numerosas experiencias que reportan los beneficios del hongo antagoénico en el
aumento del rendimiento o en algunos de sus componentes; Gravel et al. (2007)
evidenciaron que 7. atroviride promueve el crecimiento de plantas de Lycopersicon
esculentum Mill.,, mientras que Jamal et al, (2016) reportaron en Solanum
lycopersicum, que tanto la floracion, el nimero y tamafio de frutos, se ven afectados
positivamente por la aplicacion de Trichoderma sp. en el suelo. En el cultivo de
lechuga, Lynch et al. (1991) encontraron que 7. harzianum y otras especies del género
son capaces de estimular el crecimiento de plantas, ya que encontraron diferencias
significativas en el rendimiento comercial, peso fresco y seco, asi como en el numero de
hojas. Resultados que coinciden con las observaciones de Akbudak y Basay (2013),
quienes evidenciaron diferencias significativas en el rendimiento entre plantas de

lechuga sometidas a aplicaciones de 7. harzianum (23,74 g) y las plantas control (15,37

g)-

Los resultados de esta investigacion muestran que la cepa 22 de Trichoderma sp. puede
tener un efecto positivo sobre la variable rendimiento (peso fresco) cuando es aplicado

de forma individual, que podria estar asociado a mejoras en la nutricion vegetal,
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produccion de metabolitos secundarios y hormonas que benefician a las plantas
mejorando su desarrollo y crecimiento (Windham et al., 1986 citado por Jamal et al.,

2016).

Jamal et al., (2016) aseguran que varias especies de Trichoderma son productores de
diferentes tipos de metabolitos secundarios que son importantes para la regulacion del
crecimiento de las plantas en algunos cultivos comerciales. Sin embargo, no todas las
especies y/o cepas de Trichoderma estimulan el desarrollo de las plantas (Hermosa et
al., 2012); este hecho esta condicionado por el genotipo vegetal (Tucci et al., 2011) y
por la especie de Trichoderma en cuestion (Rubio ef al., 2012 citado por Poveda, 2018).
Por tal motivo se puede inferir que la cepa 22 de Trichoderma sp. puede favorecer el
contenido de agua en las plantas de lechuga al presentar un valor significativo y superior
en el peso fresco respecto a la cepa 15 y testigo. Teniendo en cuenta que este producto
se comercializa en fresco, aumento en el peso fresco puede representar beneficios

econdmicos al productor.

En lo que respecta a la aplicacion individual de AS (T4: 10 uM y T5: 200 uM), el
aumento en el rendimiento del tratamiento TS respecto al testigo se debe, posiblemente,
a la influencia positiva sobre la eficiencia en el uso del agua y a la conductancia
estomatica (El-Khalla et al., 2009), las cuales podrian explicar el mayor valor en el peso
fresco. En lo que respecta al peso seco, las dosis utilizadas no aumentaron
estadisticamente la acumulacion de materia seca respecto al testigo a pesar de su efecto
en los diferentes procesos fisiologicos y metabolicos de la planta, la regulacion de la
biogénesis de los cloroplastos (Uzunova y Popova, 2000), la actividad fotosintética, y la
concentracion interna de CO» (El-Khalla ef al., 2009). En este sentido, algunos ensayos
realizados con agentes de control biologico e inductores de resistencia demostraron que
combinaciones de Trichoderma sp. con acido salicilico y metil jasmonato aumentaron
significativamente el rendimiento de plantas de tomate en comparacion con plantas no
tratadas (Zehra et al., 2017). Jiménez et al. (2012), hicieron aplicaciones solas y
conjuntas de Trichoderma spp. y Acibenzolar-S-Methyl sobre plantas de ajo, y a pesar
de no evidenciar diferencias significativas en las variables de peso fresco del bulbo,
peso seco del bulbo y rendimiento, encontraron que los mayores valores fueron para los
tratamientos que contenian la mezcla de 7. koningiopsis y Acibenzolar-S-Methyl, y T.

harzianum y Acibenzolar-S-Methyl.
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Estos estudios resaltan los beneficios de mezclar estos dos tratamientos sobre la variable
rendimiento, pero en esta investigacion, la combinacion de Trichoderma spp. y AS
fueron inferiores estadisticamente a los tratamientos T3 y TS5 que corresponden a la
aplicacion individual de AS en concentracion 200 uM y a la aplicacion de la cepa 22 de
Trichoderma sp. respectivamente, e igual estadisticamente al tratamiento testigo, lo que
indica que no hay efecto de dichos tratamientos sobre las variables de peso fresco y
seco. Para las combinaciones de la cepa 15 con las diferentes dosis de AS se observa un
efecto negativo sobre la variable peso freso con valores inferiores estadisticamente al

testigo en ambos ensayos (A y B).

La disminucion del rendimiento en los tratamientos que involucran combinaciones (T6
y T7) respecto a las aplicaciones individuales (T2, T4 y T5) podria deberse al posible
efecto antagonico de las hormonas de crecimiento que son sintetizadas por las plantas
en presencia de ambos tratamientos (7richoderma spp. y AS) que puede causar
alteraciones a nivel hormonal en la planta, lo que puede explicar en parte los bajos
valores en el peso fresco de las plantas en las mezclas con Trichoderma sp. T15 (A'y
B). Bajo el modelo propuesto por Hermosa et al., (2012) se afirma que la auxina
mediada por Trichoderma sp. (IAA) también contribuye a antagonizar la sefializacion
del 4&cido salicilico (AS) en la planta, mientras que Wang et al. (2007), demostraron que
plantas que sobreproducen la molécula de sefial de defensa AS con frecuencia tienen
fenotipos morfologicos que recuerdan a los mutantes deficientes en auxinas, por tal
motivo, la aplicacién de AS causa represion global de genes relacionados con auxinas,
lo que resulta en la inhibicion de sus respuestas (Wang et al., 2007), por lo que es
posible que AS y la sefializacion de auxinas sean mutuamente antagonicas (An y Mou,
2011). La respuesta diferencial entre las cepas de Trichoderma sp. y AS varia en
dependencia de las combinaciones especie/cepa del microorganismo y al producto

fitosanitario evaluado (inductor de resistencia) (Martinez et al., 2013a).

4.3 Cuantificacién del contenido de clorofila (SPAD): Ensayo A

Los resultados muestran que no existe efecto de la aplicacion de los aislados de
Trichoderma spp. ni de la aplicaciéon de AS ni de la combinacién de ambos sobre el
contenido de clorofila en las hojas al inicio y final de la investigacion. Las diferencias

significativas se concentraron en las observaciones 2 y 3 de la hoja 5 (p-value<0,05 para
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ambas lecturas) (Anexo 3-2). En SPAD2, los menores valores se obtuvieron en los
tratamientos T7 (19,540) y T9 (19,730) quienes son iguales estadisticamente segun la
prueba Tukey. Mientras que para SPAD3, solo el tratamiento T9 (23,660) presentd el
menor valor en comparacion al resto de los tratamientos, quienes fueron
estadisticamente iguales. Para la hoja numero 6, se evidenciaron diferencias
significativas en la observacion 3 (SPAD3) (p-value<0,05) /Anexo 3-3) donde el mejor
tratamiento fue TS5 (29,690) quien fue superior estadisticamente a todos los
tratamientos, cuyos valores oscilaron entre 27,050 y 28,150. Para las observaciones

posteriores (SPAD 4, 5 y 6) de ambas hojas los tratamientos fueron iguales

estadisticamente entre si (Anexo 3-3).

Tabla 3-25. Contenido de clorofilas en las hojas 5 y 6 de las plantas sometidas a los

diferentes tratamientos en los ensayos A y B. Agrupamientos con diferente letra

representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Contenido de clorofilas (SPAD) hoja 5

Trat. Descripcion SPAD1 SPAD2 SPAD3 SPAD4 SPADS SPADG6
T1 T. Absoluto 18,790 a 20,550 ab 26,770 b 25,120 a 23,110 a 13,360 a
T2 Tril5 17,880 a 21,520 b 25,740 b 25,350 a 23,130 a 12,025 a
T3 Tri22 17,260 a 21,230 b 25580 b 22980 a 23,510 a 13,780 a
T4 AS 10uM 16,150 a 20,850 b 24,950 ab 24,840 a 22,730 a 13,563 a
TS AS200uM 18,550 a 21,010 b 25980 b 25950 a 25,030 a 15,780 a
T6 Tri 15+AS 10uM 20,050 a 20,770 b 25,770 b 25,030 a 22,740 a 15,040 a
T7 Tri 15+AS 200uM 20,000 a 19,540 a 25,810 b 25,210 a 22,900 a 11,710 a
T8 Tri22+AS 10uM 18,710 a 22410 b 26,430 b 26,140 a 23,450 a 11,960 a
T9 Tri22+AS200uM 18,220 a 19,730 a 23,660 a 23,800 a 22,220 a 13,970 a
Contenido de clorofilas (SPAD) hoja 6
Trat. Descripcion SPAD2 SPAD3 SPAD4 SPADS SPADG6
T1  T. Absoluto 19,990 a 27,230 a 26,330 a 24,180 a 15,080 a
T2 Tri 15 20,330 a 27,510 a 26,170 a 24,770 a 13,790 a
T3 Tri22 19,860 a 27,740 a 26,050 a 23,930 a 16,200 a
T4 AS 10uM 19,840 a 27,050 a 25,160 a 23,640 a 14,760 a
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Contenido de clorofilas (SPAD) hoja 6

Trat. Descripcion SPAD2 SPAD3 SPAD4 SPADS SPAD6
TS  AS200uM 20,940 a 29,690 b 27,110 a 25,690 a 17,800 a
T6  7Tri1l5+AS10uM 21,880 a 28,060 a 25,420 a 23,010 a 18,430 a
T7  Tri 15+AS 200uM 23,420 a 27,650 a 25,980 a 24,590 a 15,480 a
T8  7ri22+AS10uM 21,730 a 28,150 ab 26,690 a 24,230 a 16,860 a
T9  Tri 22+ AS200pM 19,300 a 27,250 a 25,930 a 23,130 a 17,150 a

Tri: Trichoderma sp.; AS: Acido salicilico; puM: micromolar

Existen reportes en diferentes especies vegetales que exponen la relacion positiva entre
inoculaciones de diferentes cepas de Trichoderma y el contenido de clorofila; Moya
(2016) encontr6 que plantas de cebada tratadas con 7Trichoderma presentan cierta
tendencia hacia valores mas altos de unidades SPAD respecto al testigo, afirmacién que
coincide con los resultados de Harman (2006) quien aplicd 7. harzianum en plantas de
maiz y encontr6 un efecto vigorizante evidenciado por el verdor de las plantas y
mayores valores SPAD asociado a los altos niveles de nitrogeno, por lo que es posible
pensar que el hongo antagonista puede mejoran la eficiencia en la captacion de dicho

elemento.

Akbudak y Basay (2013) realizaron aplicaciones individuales de Trichoderma
harzianum, quitosano y metil jasmonato en plantas de lechuga, y encontraron que el
tratamiento con el hongo antagonista fue significativamente mayor en la variable
contenido total de clorofila (1,55 mg 100g™ peso seco) en comparacion al testigo (1,10
mg 100g™! peso seco) al momento de la cosecha, mientras que los inductores quitosano
y metil jasmonato presentaron valores de 0,55 mg 100g™! peso seco y 0,60 mg 100g™
peso seco, respectivamente. Resultados que difieren con lo evidenciado con esta
investigacion, ya que las aplicaciones individuales de Trichoderma spp. no lograron

diferenciarse estadisticamente del resto de los tratamientos.

En lo que respecta al AS, algunos autores han reportado los beneficios de las
aplicaciones de compuesto en el aumento de contenidos de clorofilas; Hayat et al,

(2005) informaron que el contenido de pigmento se mejord significativamente en las
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plantulas de trigo, obtenidas de los granos pretratados con menor concentracion (1x10°
M) (10uM) de AS, mientras que las concentraciones mas altas no demostraron ser
beneficiosas. Del mismo modo, Habibi y Vazir (2017), indican que a baja concentracion
de AS (0,5 mM= 500uM) hay un aumento significativo en el contenido de clorofilab y
de carotenoides en plantas de cebada respecto al tratamiento testigo, lo que ayudd a
mantener una alta actividad de fotosintesis en las plantas tratadas. En esta investigacion
solo se pudo evidenciar el efecto positivo de AS en la hoja 6 durante la tercera
observacion (SPAD3) donde la dosis de 200 uM de AS obtuvo el mejor valor

diferenciandose del resto de los tratamientos.

En cuanto a las aplicaciones combinadas, Jiménez et al. (2011) encontrd que la mezcla
o combinacion de 7. koningiopsis + Bion® (Acibenzolar-S-Metil), aumenta el
contenido de clorofila, peso fresco y seco, asi como la altura de las plantas de ajo en
comparacion a los tratamientos aplicados de forma independiente. Elwakil et al. (2015)
encontraron en su estudio con plantas de pepino (Cucumis sativus L.) que la triple
combinacion de compost, acido salicilico a 4 mM y T. harzianum presentd un aumento
significativo respecto al testigo en el contenido de clorofila A, clorofila B, clorofila total
y carotenoides. Mientras que Tanwar et al. (2013) citado por Geeta et al., (2018)
demostraron en su estudio que el contenido de clorofila aument6 significativamente en
la inoculacién combinada de Trichoderma sp. y AS. Estos resultados difieren a lo
evidenciado en esta investigacion ya que en la hoja 5 en las evaluaciones SPAD 2 y
SPAD3 la mezcla de Tri 15 y AS 200 uM presentaron los menores valores en ambas
observaciones y la combinacion de 7ri 22 y AS 200 uM fue quien registro el menor

valor en SPAD 3.

Este comportamiento puede atribuirse a alta variabilidad en los datos y/o error
experimental, por tal motivo no se puede demostrar de forma clara el efecto positivo de
las aplicaciones de las cepas de Trichoderma sp. y AS sobre el contenido de clorofilas
en plantas a pesar de que diversos autores afirman que ambos tratamientos pueden
mejorar su valor. Por tal motivo es necesario mayor profundidad en el tema para
esclarecer como se ven afectados los procesos metabolicos que participan en el aumento

de esta variable cuando los tratamientos se aplican de manera conjunta.
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4.4 Incidencia de la enfermedad: Ensayos A v B

Se puede observar que en el ensayo A todas las plantas presentaron lesiones
ocasionadas por el patdogeno independientemente del tratamiento, alcanzando el valor
del 100% a los 23 dias después de inoculacion (ddi) (Fig. 3-4), aunque se puede
observar que el tratamiento T4 (Tri22) fue quien presentd el menor valor a los 23 ddi
con un valor de 80% (Fig. 3-4). Para el ensayo B la incidencia también alcanzo6 el

100%, a diferencia del A, este valor se obtuvo después de los 28 ddi.
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Figura 3-9. Incidencia de la enfermedad en las plantas en los distintos tratamientos en

los ensayos A 'y B.

El tiempo de aparicion de los sintomas coincide con las observaciones de Moreno et al.,
(2010) quienes encontraron que plantas de lechuga inoculadas con Sclerotinia

sclerotiorum desarrollan sintomas asociados a la enfermedad a los 9 ddi.

La incidencia depende de la capacidad que tiene el patdgeno para generar la
enfermedad, la cual estd determinada en gran medida por el tipo de indculo, las
particularidades del huésped, la virulencia del patégeno y de las condiciones

ambientales en las que se desarrolla (Subbarao, 1998).

En lo que respecta a los tratamientos, es evidente que ninguno controlé6 de manera
efectiva la infeccion del tejido (evidencia de sintomas todas las plantas inoculadas)
después de los 23 ddi y 28 ddi para en el ensayo A y B respectivamente, pero antes de
este periodo se vio un comportamiento diferencial. Akbudak y Basay (2013), reportan
que Trichoderma es uno de los agentes de control bioldgico utilizados con mayor éxito
contra Sclerotinia sp. y otros hongos patdgenos en el cultivo de lechuga. Infante et al.,

(2009) reporta que los principales mecanismos de accion directa de Trichoderma son la
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competencia por espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis, mientras que

dentro de los indirectos se encuentran la induccidon mecanismos de defensa.

Los resultados de este ensayo muestran que las respuestas de resistencia impulsadas o
mediadas por AS (RSA) no impiden la colonizacion del tejido vegetal por parte del
patdgeno, ya que las plantas tratadas con 10 y 200 uM de AS alcanzaron valores de
100% después de los 23ddi en ambos ensayos (A y B). Se puede observar que el
tratamiento de 10 uM de AS (T5) y la cepa 22 de T. harzianum (T4) obtuvieron los

menores valores de incidencia en el ensayo A a los 14ddi.

En lo que respecta a la combinacion de los tratamientos y a la posible expresion de
resistencia sistémica adquirida e inducida mediada por AS y AJ respectivamente,
Kunkel y Brooks (2002) indican que las interacciones entre la sefializacion AS y Al
parecen ser complejas, y existe evidencia de interacciones tanto positivas como
negativas o interacciones neutras y sinérgicas. En tabaco, un tratamiento combinado con
jasmonato de metilo y acido salicilico da como resultado una mayor induccion de la
expresion del gen PR-1 (proteinas relacionadas a la patogénesis) que el tratamiento con
acido salicilico solo (Gomi ef al., 2005) demostrando asi su sinergismo. En un estudio
realizado por Shang et al, (2011) citado por Zhu et al. (2014) muestran que la
aplicacion foliar de AJ seguida de AS activa la respuesta sistémica de defensa mas
fuerte y regula positivamente la expresion de genes relacionados con la defensa contra

virus del mosaico del tabaco (TMV) en plantas de Nicotiana benthamiana.

A pesar de los reportes de los autores anteriormente citados y teniendo en cuenta la
naturaleza del patdogeno como patdogeno necrotrofo que es capaz de producir enzimas
que degradan con facilidad el tejido vegetal del hospedero susceptible, no es posible
encontrar variedades comerciales con genes de resistencia frente a Sclerotinia
sclerotiorum. Por lo que es de esperar que los posibles mecanismos de resistencia
impulsados por los diferentes tratamientos no sean eficientes ni suficientes para impedir
la colonizaciéon del tejido vegetal en este patosistema. Por tal motivo, es posible
considerar que las diferencias en los valores de incidencia pueden deberse a factores
climaticos como humedad y temperatura que pudieron dificultar y/o retrasar su

establecimiento en algunas de las repeticiones.
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4.5 Severidad (longitud v porcentaje de cobertura de la lesién): Ensayos A v B

En el ensayo A se pueden observar diferencias significativas desde los 7 ddi hasta los
42ddi (p-value<0,05) (Anexo 3-4), con valores que aumentan a medida que pasa el
tiempo de evaluacion (Fig. 3-5). Para la primera observacion, los mejores tratamientos
fueron T10 (Testigo Absoluto) y T13 (Trichoderma sp. cepa 22) con valores de 0 y
0,038 respectivamente, seguidos por los tratamientos T19 (0,039), T18 (0,046), T12
(0,068), T16 (0,068), T15 (0,068), T14 (0,074) y T17 (0,199), quienes fueron iguales
estadisticamente, y por Ultimo se encuentra el tratamiento testigo relativo (T11) el cual
solo fue inoculado por el agente patégeno (Tabla 3-4) (Fig. 3-5). Al final de la
experimentacion (cosecha), la mayoria de los tratamientos (7 de 10 tratamientos)
presentaron valores entre 1,370 y 2,444, quienes segun la prueba de Tukey fueron
iguales estadisticamente, el mejor valor fue registrado para T13 (0,920) que es
estadisticamente igual testigo absoluto (0,000) mientras que el tratamiento testigo

relativo fue el que presentd la mayor severidad (3,692) (Tabla 3-4).

En términos generales, los mejores tratamientos fueron Trichoderma sp. cepa 22 (T13),
Trichoderma sp. cepa 15 (T12), Trichoderma sp. cepa 22 + AS 10uM (T18),
Trichoderma sp. cepa 22 + AS 200 uM (T19), seguido por las aplicaciones individuales
de AS (200 uM y 15 uM respectivamente) y por ultimo las combinaciones con
Trichoderma sp. cepa 15 (Trichoderma sp. cepa 15 + 10uM y Trichoderma sp. cepa 22
+200uM).

En el ensayo B a diferencia del A, se pueden observar diferencias significativas desde
los 14 dias después de inoculacion hasta los 42ddi (p-value<0,05) (Anexo 3-5), con
valores que aumentan medida que pasa el tiempo de evaluacion (Tabla 3-5) (Fig. 3-6).
La prueba Tukey mostrd tres agrupamientos a partir de los 23 ddi hasta los 35ddi; Para
los 35 ddi, se present6 el valor mas alto el T. Relativo (1,968), seguido por los Tri 15 +
AS 200 puM (1,625), Tri 15 + AS 10 uM (1,389) con un comportamiento igual
estadisticamente, le siguen las aplicaciones individuales de AS (10 uM y 200 uM) y
Trichoderma sp. (Tri 15 y 22), junto con las aplicaciones en mezcla que involucran la

cepa 22 de hongo antagonista (Tri 22 + AS 200 uM y Tri 22 + AS 10 uM) con valores
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que oscilan entre 1,320 y 0,820 los cuales son iguales estadisticamente, y por tltimo el
testigo absoluto (T. Absoluto; 0,000) el cual no presentd sintomas de la enfermedad y
fue superior a los tratamientos anteriormente mencionados. En el momento de la
cosecha (45ddi), las aplicaciones individuales, tanto del AS como de Trichoderma sp.,
junto con la mezcla Tri 22 + AS 10 uM presentaron valores iguales estadisticamente
(valores entre 0,900 y 1,395), las mezclas Tri 22 + AS 200 uM, Tri 22 + AS 10 uM, Tri
15+ AS 10 uM y Tri 15 + AS 200 uM presentaron valores entre 1,454 y 1,761, los
cuales fueron estadisticamente iguales y superiores al testigo relativo (T. Relativo)

(2,157).
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Figura 3-10. Severidad de la enfermedad en el ensayo A
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Tabla 3-26. Datos de severidad de la enfermedad en las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos en los ensayos A. Agrupamientos con diferente letra representa

diferencias significativas (p<0,05) segiin prueba Tukey.

Severidad de la enfermedad Ensayo A (cm?)

Trat. Descripcion 7ddi 14ddi 23ddi 28ddi 35ddi 42ddi
T10 T. Absoluto 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a 0,000 a
T11 T. Relativo 0,214 ¢ 0,639 ¢ 1,742 ¢ 3,047 ¢ 3,449 ¢ 3,692 ¢
T12 Tri 15 0,068 b 0,182 b 0,506 b 1,122 b 1,285 b 1,370 b
T13 Tri22 0,038 ab 0,123 b 0,309 ab 0,764 a 0,885 a 0,920 a
T14 AS 10 uM 0,074 b 0,212 b 0,523 b 1,264 b 1,648 b 1,809 b
T1S AS 200 uM 0,068 b 0,161 b 0,519 b 1,303 b 1,583 b 1,770 b
T16 7ri 15+AS10uM 0,068 b 0,159 b 0,598 b 1,620 b 2,069 b 2,248 b
T17 Tri 15+AS200 uM 0,120 bec 0,321 b 0,861 b 1,833 b 2273 b 2,444 b
T18 7ri22+AS10uM 0,046 b 0,117 b 0,416 b 1,054 b 1,348 b 1,481 b
T19 7ri22+AS200 uM 0,039 b 0,115 ab 0,423 b 1,012 b 1,521 b 1,664 b

Tri: Trichoderma sp.; AS: Acido salicilico; uM: micromolar

Estos valores son inferiores a los registrados en el ensayo A posiblemente debido a las
condiciones climaticas adversas para el patdogeno ya que se presentaron temperaturas
mas altas (inicios del mes de septiembre). Saharan y Mehta (2008) indican que entre los
factores que influyen en la severidad de la enfermedad ocasionada por Sclerotinia spp.

se encuentran, la temperatura del aire y la humedad del suelo.



Severidad de la enfermedad Ensayo B

4 A
—@——— T.Absoluto
(e} T. Relativo
——-—w%—— Tri15
31| = —a— Tri 22
— & — AS10
. — —O——  AS200
N — —— — Tri15+AS10
% 24 | ——— Tri15+AS200
.‘5 A Tri 22 + AS 10
g ———=F—— Tri22+AS 200
o
o 11
n
0 A v,

7ddi
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Tabla 3-27. Datos de severidad de la enfermedad en las plantas sometidas a los
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diferentes tratamientos en los ensayos B. Agrupamientos con diferente letra representa

diferencias significativas (p<0,05) segiin prueba Tukey.

Severidad de la lesion Ensayo B (cm?)

Trat. Descripcion 7ddi 14ddi 23ddi 28ddi 35ddi 42ddi
T10 T. Absoluto 0,00 a 0,000 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
T11 T. Relativo 004 a 0147 b 068 c 1,53 ¢ 1,96 ¢ 2,15 d
T12 Tri 15 0,01 a 0038 a 024 b 0,7 b 1,01 b 1,20 b
T13 Tri 22 0,01 a 0050 a 0,13 b 0,56 b 0,82 b 0,90 b
T14 AS 10 uM 0,02 a 0055 a 024 b 0,76 b 1,32 b 1,39 b
T15 AS 200 uM 0,02 a 0054 a 0,18 b 0,7 b 1,15 b 1,37 b
T16 Tri15+AS 10 uM 0,01 a 0050 a 022 b 0,83 b 1,38 bc 1,65 ¢
T17 Tri15+AS200uM 0,02 a 0,067 a 026 b 0,87 b 1,62 ¢ 1,76 ¢
T18 Tri 22 + AS 10 uM 0,01 a 0036 a 0,13 b 0,50 b 1,07 b 1,45 ¢
T19 Tri22 + AS200uM 0,00 a 0,029 a 0,12 b 0,5 b 122 b 1,49 ¢

Tri: Trichoderma sp.; AS: Acido salicilico; uM: micromolar
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Los sintomas observados coinciden con reportes de Bolton et al. (2006), Subbarao
(1998) y Moreno et al. (2010), donde las plantas presentaron pérdida de turgencia de
hojas externas, amarillamiento y posterior necrosis junto con el desarrollo de micelio
color blanco sobre el tejido infectado; al final de las observaciones se evidencio la
formacion de esclerocios, solo en las plantas con altos valores de severidad, que en su
mayoria pertenecientes al testigo relativo. Los valores de la severidad (cobertura y
longitud de la lesion) dependen en gran parte del efecto de los diferentes tratamientos en
el desarrollo del patdégeno sobre el tejido vegetal, que posiblemente estan asociados a la
generacion de resistencia sistémicas adquirida (RSA) o inducida (RSI) teniendo en

cuenta las propiedades de cada uno de los tratamientos.

Algunos estudios demuestran que aplicaciones de AS pueden retardar el desarrollo o
limitar el avance de la enfermedad debido a la respuesta de resistencia mediada por esta
molécula (RSA); Ojaghian et al, (2013) encontraron que aplicaciones de AS sobre
zanahorias cosechadas reduce la severidad de la podredumbre ocasionada por
Sclerotinia sclerotiorum; En su estudio encontraron que AS en dosis de 200, 400 y 600
mg.L! reduce la severidad de la enfermedad significativamente respecto al testigo.
Estos autores afirman que los resultados se deben al aumento significativo de las
enzimas relacionadas con RSA a lo largo del tiempo, lo que indica que pueden
considerarse inductores de resistencia contra la podredumbre. Por otra parte, Yadav et
al. (2017) encontraron que activadores de resistencia sistémica adquirida (RSA) como
azoxistrobina y &cido salicilico que fueron aplicados por aspersion foliar sobre plantas
de mostaza (Brassica juncea (L.), lograron reducir la severidad de la enfermedad
(podredumbre del tallo ocasionada por Sclerotinia sclerotiorum) en un 60,73% y un
49,45% respectivamente. Estos datos demostraron el potencial control de los

tratamientos sobre el patogeno S. sclerotiorum.

Durante la expresion de RSA hay una induccion coordinada de un conjunto integrado de
respuestas de defensa como rigidificacion de la pared celular, sintesis de fitoalexinas, y
acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) (Pietersen y Van Loon,
2000); Heil, (2000) demostrd que los refuerzos en la pared celular (principal respuesta
para generar barreras estructurales y bloquear fisicamente el avance del patdogeno), es un

fenémeno que se encuentra influenciada por la presencia y aumento en la concentracion
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de sustancias como especies oxigeno reactivas (EROs) y de sefializadores tipo peroxido
de hidrogeno. Los refuerzos de las paredes celulares se deben a la lignificacion de las
mismas, por la formacion de lignina que ocurre por la polimerizacion y
deshidrogenacion de precursores producidos en la via metabdlica de fenilpropanoides

(Vance et al., 1980).

La incorporacion de lignina en la pared celular fortalece mecanicamente haciéndola mas
resistente a la degradacion enzimdtica por el patégeno; en el caso de los hongos
necrotrofos como Botrytis cinerea que hidroliza la pared celular durante su crecimiento,
la lignificacion de la pared retrasa la difusion de toxinas y enzimas en las células
sensibles (Camarena y De la Torre, 2007); Ton y Mauch-Mani (2004) citados por Luna
et al., (2011) indica que la aplicacion de productos quimicos que inducen resistencia (ej;
acido salicilico (AS), el acido benzo (1,2,3) tiadiazol-7-carbotioico S-metil éster y el
aminoacido no proteico B-amino acido butirico) pueden aumentar las deposiciones de
calosa. Afirmaciones que pueden explicar parte de los resultados de esta investigacion,
ya que en las plantas tratadas con AS (10 y 200 uM) presentaron una disminucion
significativa de la severidad en comparacion del testigo relativo; es necesario

cooreoborar la esta informacion con estudios histologicos para demostrar dicho evento.

En el caso especifico del hongo antagonista, Vos et al., (2014) observaron que cuando
este hongo (Trichoderma) se separd fisicamente del patdogeno, la reduccién en la
severidad del dafio ocasionado por Botrytis cinerea corresponde a la respuesta de
resistencia sistémica indirecta en la planta (resistencia sistémica inducida — RSI).
Studholme et al. (2013) demostraron que una cepa de Trichoderma hamatum (GD12)
promueve proteccion bioldgica contra las enfermedades pre y posemergencia de las
plantulas de lechuga causados Sclerotinia sclerotiorum vy Rhizoctonia solani,
posiblemente a la accion de micoparasitismo y a la activacion de defensa en las plantas,
sin embargo, también se han descrito respuestas de tipo RSA causadas por Trichoderma
sp. (Tucci et al., 2011). Por otro lado, Pinto da Silva (2019) concluyen en su estudio
que, todos los aislados de Trichoderma spp. usados en la experimentacion, redujeron la
severidad del dafio ocasionado por S. sclerotiorum en plantas de lechuga. Observaciones
que coinciden con los resultados de esta investigacion, donde los aislados Tri 15 y Tri

22 fueron los que presentaron menores valores de severidad, siendo el aislado Tri 22
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superior estadisticamente al resto de los tratamientos al presentar el menos valor en

severidad en el ensayo A.

Esto indica que los refuerzos de las paredes mediados por AS dentro de la respuesta
sistémica adquirida son de vital importancia para confinar a Trichoderma a las capas
mas externas de la raiz, lo cual posiblemente retrasaria de igual manera el avance del
patogeno, ya que se ha demostrado que la sintesis de calosa es necesaria para
incrementar la resistencia de las células vegetales al ataque de patogenos (Ellinger y

Voigt, 2014).

Para el caso de las aplicaciones combinadas de AS y Trichoderma spp., en este estudio
se evidencia que dichas aplicaciones no fueron tan eficientes en la reduccion de las
lesiones en comparacion a la aplicacion individual de Trichoderma sp., ademas que
fueron iguales estadisticamente a las aplicaciones de AS independientes en el ensayo A ,
mientras que para el ensayo B, sus valores presentaron un comportamiento intermedio,
siendo superiores al testigo absoluto, pero con menor control en el avance de la
enfermedad (valores altos de severidad respecto a los demas tratamientos AS y
Trichoderma spp.): Martinez et al., (2013b) indica que la respuesta de Trichoderma
varia en dependencia de las combinaciones especie/cepa de microorganismos y
productos fitosanitarios evaluados, lo que puede explicar la diferencia del efecto en la

severidad de las dos cepas de Trichoderma sp. evaluadas.

Los resultados de esta investigacion resultan promisorios, pero es necesario profundizar
en los diferentes mecanismos de defensa impulsados por estos métodos (AS,
Trichoderma spp. y su combinacidon) e identificar y establecer el tipo de relacion

(sinergia, antagonismo y neutra) se genera en este patosistema.

4.6 Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE): Ensayos A v B

Se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos (p-value<0,05) para los
ensayos A y B (Anexo 3-6 y 3-7). Segun la prueba Tukey, quien present6 el valor mas
alto en los ensayos A y B fue el testigo relativo con valores de 74,178 y 36,824
respectivamente (Tabla 3-6) (Fig. 3-7). En el ensayo A se puede observar, en términos

generales, que el tratamiento Trichoderma sp. cepa 22 (T13) fue superior
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estadisticamente junto con el testigo absoluto, seguido por las mezclas de Trichoderma
sp. cepa 22 con AS 10 uM y 200 uM (T18 y T19), Trichoderma sp. cepa 15 (T14), las
aplicaciones de AS (10 uM y 200 uM) (T14 y TI5) y las combinaciones de
Trichoderma sp. cepa 15 con 10 uM y 200 uM (T16 y T17), todos estos iguales
estadisticamente. Por ltimo, se encuentra el tratamiento testigo absoluto. En el ensayo
B, los tratamientos se comportaron de manera similar distribuyéndose casi de la misma
manera; la diferencia radicé en que ningln tratamiento supero el valor de 40 (Tabla 3-5)
(Fig. 3-7) y que la prueba Tukey arrojo 4 agrupamientos (Anexo 3-7); 1) testigo absoluto
(T10)(0), ii) T13(13,760), T18(16,772), T12(17,904), T19(18,614), T15(19,519),
T14(21,222), T16(22,660), iii) T17 (25,302) y finalmente iv) T11(36,824).

Tabla 3-28. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) ensayos A y B.
Agrupamientos con diferente letra, para cada ensayo, representa diferencias

significativas (p<0,05) segin prueba Tukey.

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Tratamiento Descripcion ABCPE Ensayo A ABCPE Ensayo B
T10 T. Absoluto 0,000 a 0,000 a
T11 T. Relativo 74,178 ¢ 36,824 d
T12 Tri 15 26,028 b 17,904 b
T13 Tri 22 17,439 a 13,760 b
T14 AS 10 yM 31,362 b 21,222 b
T15 AS 200 uM 30,533 b 19,519 b
T16 Tri 15+ AS 10uM 38,048 b 22,660 bc
T17 Tri 15+ AS 200uM 44930 b 25,302 ¢
T18 Tri 22 + AS 10uM 25,150 b 16,772 b
T19 Tri 22 + AS 200uM 26,730 b 18,614 b

Tri: Trichoderma sp.; AS: Acido salicilico; uM: micromolar

De acuerdo con Van Loon et al. (1998) la activacion rapida de algunos de los
mecanismos de defensa puede retrasar la colonizacidon del tejido vegetal por parte del
patogeno y/o disminuir el avance de la enfermedad, lo cual se puede asociar al efecto
cebado o “priming” de los diferentes tratamientos que se ve reflejado en las diferencias

entre los valores del area bajo a curva del progreso de la enfermedad (ABCPE).
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Figura 3-12. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad de las plantas sometidas
a los tratamientos del 1 al 9 en los ensayos A y B. Agrupamientos con diferente letra

representa diferencias significativas (p<0,05) segun prueba Tukey.

Este proceso de condicionamiento, priming o cebado de defensa es un estado fisiologico
que puede ser inducido por patrones moleculares de microorganismos (MAMP’s),
efectores derivados de patdogenos, microorganismos beneficiosos (ej. bacterias
promotoras de crecimiento, micorriza, Trichoderma sp., entre otros) y tratamiento con
algunos compuestos naturales o sintéticos (4cido salicilico, jasmoénico, etc.) (Conrath,
2009). Del mismo modo Ward (1991), afirma que AS actiia como cebador de las plantas
para una mejor induccién de la defensa dentro de la resistencia sistémica adquirida
(RSA), ya que activa directamente la expresion de genes que codifican proteinas PR con

actividad antimicrobiana. Se ha demostrado que las plantas cebadas muestran una rapida
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y/o fuerte activacion de las respuestas de defensa cuando son desafiadas posteriormente
por microorganismo patoégenos, insectos o estrés abidtico, las cuales estan cominmente

relacionadas con la inmunidad local y sistémica y la tolerancia al estrés (Conrath, 2011).

Katz et al. (1998) trabajaron con plantas de Petroselinum crispum L.y tratamientos con
benzothiadiazole y 4cido salicilico y encontraron que con bajas concentraciones de los
inductores hay una potenciacion de genes de defensa dependiente de AS. Estos mismos
autores, indican que las respuestas varian de acuerdo a la especie vegetal; por ejemplo,
se necesitd mas de 500 uM de acido salicilico para activar la PAL en Petroselinum
crispum L, mientras que tan solo 10 uM de este mismo inductor (AS) potenciaron en
gran medida la activacion de este mismo gen en plantas de Vigna unguiculata L. Estos
resultados demuestran que aplicaciones exdgenas de AS pueden cebar o condicionar las
plantas para la induccion potenciada de ciertos genes de defensa, dependiendo de la
dosis y material vegetal usado. En este ensayo, las dosis de AS empleadas no mostraron
diferencias significativas entre si para la variable ABCPE en ambos ensayos (A y B),
registrando valores iguales estadisticamente, pero fueron menores al tratamiento testigo

relativo.

En cuanto a la participacion de organismo benéficos en el proceso de primming o
cebado, Van Peer ef al. (1991) encontraron que las plantas de clavel desarrollan una
capacidad defensiva mejorada contra Fusarium oxysporum f.sp. dianthi después de la
colonizacion de las raices por la cepa no patogénica Pseudomonas fluorescens
WCS417, donde antes de la inoculacion del patdégeno, no se pudo detectar un aumento
en los niveles de fitoalexina en las plantas cebadas (colonizadas por la bacteria) y no
cebadas (sin la bacteria), pero después de la inoculacion con F. oxysporum f.sp. dianthi,
los niveles de fitoalexina aumentaron significativamente mas rapido en las plantas
cebadas, junto con un rapido reforzamiento con calosa en los sitios de penetracion de

hongos.

Para el caso de Trichoderma sp., Martinez et al. (2013b) encontraron que la
colonizacidn de las raices de tomate por 7. harzianum dio como resultado el cebado de
los tejidos vegetales, el cual permitié un aumento en la expresion génica sensible a AJ,

donde las plantas tratadas con el antagonista mostraron una induccién de genes de
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resistencia relativamente débil antes de la infeccion por Botrytis cinerea, lo que apunta a
la sensibilizacion de las respuestas de defensa dependientes de AJ como el mecanismo
subyacente a la induccion de resistencia contra este patégeno. Esto podria explicar la
eficiencia en el control de S. sclerotiorum por parte de la cepa 22 de Trichoderma sp.,
que fue el que presentd los menores valores para la variable ABCPE en el ensayo A

cuando fue aplicado de forma individual.

Vale la pena resaltar que la base molecular del cebado celular no est4 clara para RSI,
Conrath (2002) plantea la hipotesis de que, durante el cebado, podria haber un aumento
en la cantidad de componentes celulares con funciones importantes en la sefializacion de
respuesta de defensa, posiblemente incluyendo ciertos factores de transcripcion. La
mayor presencia de componentes de sefializacion celular podria conducir a una
respuesta acelerada y mejorada cuando las células son desafiadas por un segundo

estimulo de estrés.
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6.1 Anexo 3-1. Anova y prueba Tukey para las variables Peso fresco (PF) y seco
(PS) de hojas (Rendimiento): Ensayos A y B

Univariate Results for Each DV (Ensayo A)
Sigma-restricted param eterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of |PFresco |PFresco |PFresco |PFresco | PSeco PSeco PSeco | PSeco
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p
Intercept 1](128429,3  128429,3 45354,58 | 0,000000 || 1864,955 | 1864,955 | 5898,042  0,000000
Tratamiento 8 314,7 39,3 13,89/0,000000 6,950 0,869 2,748 0,979858
Error 81 2294 2,8 25,612 0,316
Total 89 5441 32,562
Univariate Results for Each DV (Ensayo B)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of |PFresco |PFresco |PFresco |PFresco | PSeco | PSeco | PSeco | PSeco
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p
Intercept 1)71707,50 71707,50 44028,65 | 0,000000 || 1065,800 | 1065,800 | 17755,11 | 0,000000
Tratamiento 8| 503,65 62,96 38,66 | 0,000000 0,849 0,106 1,77 0,116234
Error 36 58,63 1,63 2,161 0,060
Total 44| 562,29 3,010
- Tukey HSD test; variable PSeco (Ensayo A)
L‘;ﬁezgzigufsé;gjg:b;pﬁgr_esggo(gonsayo A) Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 72,8317, d‘f = 81,000 Error Bet\./veen MS = 31620, df = 81,000
Coll o Tratamiento P;Lesco 1]12(3 Cell No UELTlE D Pl\/sle(z)(rzwo L
=] . an
= Th15 + AS 2001\ 34,40000 . 7 Th15 + AS 200pN|| 4,223245 | ****
6 Th15 + AS 101N|36,60000 *** **** 6 Th15 + AS 10uN| 4,227970  ****
9 Th22 + AS 200N 36,65500 *** *** 9 Th22 + AS 200uN| 4,242360  ****
8 Th22 + AS 101N]|36,90000 **** 8 Th22 + AS 10pNj 4,376077 ™
2 Th15[37,60000 **** 1 T. Absoluto (| 4,514803 | ****
1 T. Absoluto ||38,40000 | **** 2 Th15() 4,790029 | ****
4 AS 10uM [|38,67000 | **** 3 Th22[ 4,825840  ****
3 Th22|(39,40000 il B ) AS 200uM || 4,860121  ****
5 AS 200uM (41,35500 e R AS 10uM || 4,908565 @ ****
Tukey HSD test; variable PFresco (Ensayo B) L:EweZgi?]c?ut:SGt,rgj;;f,b: pi:ic‘%éigzayo B)
rlomogenous Groups, apha = 05000 Error: Between MS = 06003, df = 36,000
Error: Between MS = 1,6287, df = 36,000 -
Tratamiento PFresco | 1 | 2 | 3 UGEETED PSeco 1
Cell No Mean Cell No. ST
6 Th15 + AS 10uN[35,67000 P 6 Th15 + AS 10N 4,630000  ****
7 Thi5 + AS 200uN|36,28600 e 7 Th15 + AS 200pN| 4,770000 | ****
2 Th15]|38,07200  ****| *x*x 1 T. Absoluto 4,800000 rwx
8 Th22 + AS 101N 38,12000 **** ** 4 AS 10uM | 4,830000 ****
9 Th22 + AS 200N 39,52000  **** 9 Th22 + AS 200pN) 4,830000 ****
1 T. Absoluto [|40,02000  **** 8 Th22 + AS 10puN 4,840000 | ****
4 AS 10uM (140,68000 **** 2 Th15) 4,940000 | ****
3 Th22||44,78000 ekl 3 Th22[ 5,070000 | ****
5 AS 200uM [146,12000 il S AS 200uM | 5,090000 = ****
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6.2 Anexo 3-2. Anova y prueba Tukey para la variable Cuantificacion del contenido

de clorofila (SPAD) en la hoja 5

Univariate Results for Each DV (SPAD Hoja 5.sta)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SPAD2 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD4
Effect SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Intercept 1955417 19554,17) 18506,50. 0,000000] 29565.48 29565.49 24603.17. 0,000000] 27980,1¢| 27980,1¢ 5440.823/ 0,000004
Tratamiento 30,60 3,82 3,62 0,003504 32,36 4,04 3,37 0,005571 39,46 4,93 0,959 0,482308
Error 38,04 1,06 4326 1,20 185,13 5,14
Total 68,63 75,62 224 60

Univariate Results for Each DV (SPAD Hoja 5.sta)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6
Effect SS MS F p SS MS F p
Intercept 2422544 2422544 5294,278 0,000000) 8159,238| 8159,238 743,5481 0,000000
Tratamiento 25,02 3,13 0,683 0,703050| 78,167 9,771 0,8904 0,534310
Error 164,73 4,58 395,042 10,973

Total 189,74

473,209

Tukey HSD test; variable SPAD2 (SPAD Hoja 5.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,0566, df = 36,000

Tratamiento SPAD2 1 2
Cell No. Mean

7 T7( 19,54000 ****

9 TQ| 19,73000  ****

1 T1[ 20,55000  ****| ***x
6 Té| 20,77000 e
4 T4| 20,85000 i
5 T5| 21,01000 i
3 T3| 21,23000 e
2 T2| 21,52000 e
8 T8| 22,41000 e

Cell No.

Tukey HSD test; variable SPAD3 (SPAD Hoja 5.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1,2017, df = 36,000

Tratamiento SPAD3 1 2
Mean

=00 |U|N O N |W|H|©

Tg|| 23,66000 e
T4|| 24,95000 | ****| ****
T3| 25,58000  ****
T2| 25,74000  ****
T6|| 25,77000 ****
T7| 25,81000 ****
T 25,98000 | ****
T8 26,43000  ****
T1)) 26,77000 ****
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6.3 Anexo 3-3. Anova para la variable Cuantificacion del contenido de clorofila

(SPAD) en la hoja 6.
Univariate Results for Each DV (SPAD Hoja 6.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of | SPAD2 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD2 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD3 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD4 | SPAD4
Effect Freedom S8 MS F p S8 MS F p S8 MS F p
Intercept 1l 19487 52| 19487 52 3133882 0.00000d] 34813 9% 34813.95 50110.04 0,00000d[30638,7¢ 30638 7€ 1519467/ 0.00000(
Tratamiento 8] 6923 865 1392 023332 2530 3,16 455 0,000687 14,09 176 0,87 0547703
Error 36)  2238¢ 6,22 25,01 0,69 7259 202
Total 44] 2930¢ 50,31 86,68
Univariate Results for Each DV (SPAD Hoja 6.sta)
Sigma-restricted param eterization
Effective hypothesis decomposition
SPAD5 | SPAD5 | SPAD5 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6 | SPAD6
Effect MS F p SS MS F p
Intercept 26201,56 | 11723,58 | 0,000000( 11769,33  11769,33 | 1253,205 | 0,000000
Tratamiento 3,50 1,57 0,169557 92,59 11,57 1,232 | 0,308886
Error 2,23 338,09 9,39
Total 430,68

Homogenous

Tukey HSD test; variable SPAD3 (SPAD Hoja 6.sta)

Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 69475, df = 36,000

Tratamiento
Cell No.

SPAD3
Mean

1 2

T4
T1
T9
T2
T7
T3

kkkk

27,05000
27,23000
27,25000
27,51000
27,65000
27,74000

Kk

edekd

Fdkk

*kkk

edek i

T8
T8
T5

OO0 W NN WO =~

kdkkk  dkkk

28,06000
28,15000
29,69000

kkkdk kkkk

Fekkk

6.4 Anexo 3-4. Anova y prueba Tukey para la variable severidad del ensayo A para las

seis evaluaciones.

Univariate Results for Each DV (Sevcm2 1.sta)

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Degr.of | Sevi ‘ Sev1 ‘ Sev1 ‘ Sev1 Sev2 ‘ Sev2 ‘ Sev2 ‘ Sev2 Sev3 ‘ Sev3 ‘ Sev3 ‘ Sev3
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Intercept 1)1 0,541225 0,541225 | 8047335 0,000000( 4,119089 ' 4,119089 | 90,31791 0,000000 || 34,75244 | 34,75244 180,6503  0,000000
Tratamiento 9]/ 0,304842  0,033871| 5,03624 0,000017 | 2,706868 0,300763 6,59473 0,000000| 19,02009 2,11334 10,9856 0,000000
Error 90| 0,605297 0,006726 4,104591 0,045607 17,31367 _ 0,19237
Total 99| 0,910139 6,811459 36,33377
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Univariate Results for Each DV (Sevcm2 1.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Sev4 Sev4 Sev4 Sev4 Sevb Sevb Sevs Sevb Sev6 Sev6 Sev6 Sevb
Effect SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Intercept 169,4865 1694865 390,1182  0,000000 ]| 257,9323  257,9323 428,6052 0,000000]| 302,7264 302,7264 445,9464 0,000000
Tratamiento 559116 6,2124 14,2995 0,000000| 73,3443  8,1494| 13,5418/ 0,000000|| 84,8157 9,4240 13,8824  0,000000
Error 39,1004 0,4344 54,1615 0,6018 61,0956 0,6788
Total 95,0120 127,5058 145,9113
Tukey HSD test; variable Sev1 (Sev cm2 1.sta) Tukey HSD test; variable Sev2 (Sevcm2 1.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000 Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = ,00673, df = 90,000 Error: Between MS = ,04561, df = 90,000
Tratamiento Sev1 1123 Tratamiento Sev2 1123
Cell No. Mean Cell No. Mean
1 T10Q| 0,000000 = **** 1 T10[ 0,000000  ****
4 T13] 0,037800 | ****| ***= 10 T19) 0,115197 | **** | *x*x
10 T19| 0,039400 b 9 T18) 0,117218 Ex
9 T18|| 0,046480 b 4 T13|| 0,122905 EE
3 T12|| 0,067800 o 7 T16[ 0,159189 e
7 T16| 0,068200 e 6 T15) 0,161022 o
6 T15|| 0,068400 b 3 T12) 0,182360 xx
5 T14|| 0,074000 i 5 T14{ 0,211829 e
8 T17]| 0,119800 k| e 8 T17) 0,321104 b
2 T11] 0,213800 e 2 T11) 0,638730 i
Tukey HSD test; variable Sev3 (Sevcm?2 1.sta) _
Homogenous Groups, alpha = ,05000 Tukey HSD test; variable Sev4 (Sevcm2 1.sta)
Error: Between MS = ,19237, df = 90,000 Homogenous Groups, alpha = ,05000
- Error: Between MS = ,43445, df = 90,000
ratamiento| Sev3 1 2|3 -
Cell No Mean -atamiento| Sev4 1123
: " Cell No. Mean
1 T10[ 0,000000  *** 1 T10l0.000000
4 T13|| 0,308560 ** - 4 T13] 0,763763 *+ *+
9 T18|| 0,415520 10 T19]1,011933 .
10 T1¢| 0,422800 o 9 T18l 1.054202 -
3 T12|| 0,505680 3 T12 1,12199
6 T15) 0,518840 i 5 T14) 1,263870 i
5 T14]| 0,523320 i 6 T15|| 1,303209 e
7 T16|| 0,597800 e 7 T16| 1,620432 b
8 T17| 0,861000 o 8 T17) 1,832611 b
2 T11] 1,741600 i 2 T11|| 3,046680 el
Tukey HSD test; variable Sev5 (Sevcm?2 1.sta)
Hom ogenous Groups, alpha = ,05000 Tukey HSD test; variable Sevé (Sev mm 1.sta)
Error: Between MS = ,60179, df = 90,000 Homogenous Groups, apha = ,05000
e SR 1 2 3 .Error. .Between MS = 67884, df = 90,000
Cell No. Mean ratamiento| Seve 1123
1 T10[0,000000 Cell No. Mean
rrn 1 T10|| 0,000000 @ ****
4 T13)| 0,884656 4 113l 0.920190
3 T12) 1,284920 il 3 T12] 1369640 -
9 T18| 1,347710 il 9 T18l 1481190 .
10 T19 1,520610 ol 10 T1g 1663550 Fedekk
6 T15) 1,583400 ok 6 T15| 1,770250 *rxx
5 T14| 1,648010 ek 5 T14| 1,809050 i
7 T16] 2,069340 e 7 T16( 2,248460 bl
8 T17) 2,272725 i 8 T17| 2,444400 xx
2 T11| 3,448900 o 2 T11|| 3,692305 EE




6.5 Anexo 3-5. Anova y prueba Tukey para la variable severidad del ensayo B

para las seis evaluaciones
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Univariate Results for Each DV (Sevcm2 2.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr.of | Sevl ‘ Sev1 ‘ Sevi ‘ Sevi Sev2 ‘ Sev2 ‘ Sev2 ‘ Sev2 Sev3 ‘ Sev3 ‘ Sev3 ‘ Sev3
Effect Freedom SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Intercept 1]10,028285 | 0,028285  41,33619 0,000000] 0,276973 | 0,276973 108,3964 | 0,000000 || 4,995046 | 4,995046 = 209,4009 | 0,000000
Tratamiento 9] 0,010479 0,001164 1,70166 0,100094 | 0,128690 0,014299 5,5960 0,000004 || 2,935459 | 0,326162 13,6733 | 0,000000
Error 90][ 0,061583 ' 0,000684 0,229967  0,002555 2,146859 0,0238%4
Total 99| 0,072062 0,358657 5,082317
Univariate Results for Each DV (Sevcm2 2.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Sev4 Sev4 Sev4 Sev4 Sevb Sevb Sevs Sevb Sev6 Sev6 Sev6 Sevb
Effect SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Intercept 51,83819 51,83819 450,5421 0,000000] 134,4175 134,4175 826,8276  0,000000]( 189,3732 | 189,3732 913,9189 0,000000
Tratamiento || 13,06048 1,45116 12,6125 0,000000| 24,4214  2,7135 16,6912 0,000000( 32,8176  3,6464 17,5976 0,000000
Error 10,35516  0,11506 14,6313 0,1626 18,6489  0,2072
Total 23,41564 39,0527 51,4665
Tukey HSD test; variable Sev2 (Sevcm?2 2.sta)
Tukey HSD test; variable Sev1 (Sevcm?2 2.sta) Homogenous Groups, alpha = ,05000
Homogenous Groups, alpha = ,05000 Error: Between MS = 00256, df = 90,000
Error: Between MS = ,00068, df = 90,000 -
- atamient( Sev2 1] 2
-atamientc| Sev1 1 Cell No. Mean
Cell No. Mean vy
1 T10[0,000000 L 7104 0,000000
10 T19] 0,000000  **** 10 T19|| 0,028905 ****
4 T13[0,012000 *** 9 T18) 0,036190 = ****
9 T18]0,012880 *** 8 T12|| 0,038070  ****
3 T12|| 0,014200 **** 7 T16[ 0,050055 @ ****
7 T16[| 0,015400 **** 4 T13) 0,050290 @ ****
8 T17|| 0,020600  **** 5 T14|| 0,054050  ****
5 T14|| 0,020800 = **** 6 T15) 0,054755  ****
6 T15]| 0,022000  **** 8 T17) 0,067445  ****
2 T11] 0,041300 **** 2 T11) 0,146523 i
Tukey HSD test; variable Sev3 (Sev cm2 2.sta) Tukey HSD test; variable Sev4 (Sev cm2 2.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000 Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = ,02385, df = 90,000 Error: Between MS =,11506, df = 90,000
itamient| Sev3 11213 atamientc| Sev4 112 |3
Cell No. Mean Cell No. Mean
1 T10| 0,000000 | **** 1 T10|( 0,000000 & ****
10 T19|| 0,127680 o 9 T18) 0,503037 rrrx
9 T18|| 0,131320 i 4 T13|| 0,569160 b
4 T13|[ 0,133000 FHRE 10 T19|| 0,595107 o
5 T14|( 0,188440 i 3 T12)| 0,752045 el
7 T16| 0,223440 b 6 T15|| 0,75999% b
3 T12|[ 0,239680 i 5 T14| 0,780921 b
6 T15|[ 0,244160 i 7 T16) 0,837000 ol
8 T17| 0,260680 b 8 T17|| 0,870480 b
2 T11| 0,686560 o 2 T11|| 1,532128 i
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Tukey HSD test; variable Sev5 (Sevcm2 2.sta) Tukey HSD test; variable Sev6 (Sev cm2 2.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000 Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = ,16257, df = 90,000 Error: Between MS = ,20721, df = 90,000
atamient| Sev5 | 1 | 2 | 3 tamientl Sev6 |1 | 2| 3| 4

Cell No. Mean Cell No. Mean

1 T10 0,000000  **** 1 T10|| 0,000000 | ****

4 T13|| 0,820365 4 T13( 0,900063

3 T12 1,010555 3 T12] 1,200375

9 718 1,076530 6 T15| 1,371095

5 T14|| 1,157520 9 T14| 1,395345

10 T19[1,227135 5 T18|| 1,454275

6 T15{ 1,319500 10 T19| 1,494285

7 T16/ 1,389115 7 T16|| 1,659865

8 T17|| 1,624805 8 T17( 1,761755

2 T11|| 1,968330 2 T11][ 2,157280

6.6 Anexo 3-6. Anova y prueba Tukey para la variable Area bajo la curva del

progreso de la enfermedad en el ensayo A.

Univariate Tests of Significance for AUPC (AUPC 1.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 98845,94 1/ 98845,94 339,520% 0,00000C
Tratamiento | 3328552 9 3698,39 12,7034 0,00000C
Error 26202,07 90 291,13

Tukey HSD test; variable AUPC (AUPC 1.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 291,13, df = 90,000

Tratamiento AUPC
Cell No. Mean

1123

i RN

T18|| 25,15009
T12|| 26,02841
T19|| 26,73027
T15( 30,53278
T14f 31,36184
T16( 38,04809
T17| 44,92958
T11( 74,17809

o

N[N |=W|©

T10( 0,00000 | ****
T13| 17,43860 | ****

*kkk

*kkk

hkkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk




6.7 Anexo 3-7. Anova y prueba Tukey para la variable Area bajo la curva del

progreso de la enfermedad en el ensayo B.

Univariate Tests of Significance for AUPC (AUPC 2.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 37761,94 1 37761,94 745,545E 0,00000C
Tratamiento 7817,3C 9 868,59 17,148& 0,00000C
Error 4558,51 90 50,65

Tukey HSD test; variable AUPC (AUPC 2.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS = 50,650, df = 90,000
Tratamiento AUPC 112 | 3| 4

Cell No. Mean

1 T10 0,00000 ****

4 T13| 13,76006 i

9 T18|| 16,77156 b

3 T12| 18,04282 i

10 T19| 18,61358 o

5 T14|| 19,83676 b

6 T15|| 21,42544 o

7 T16|| 23,14915 | e

8 T17|| 25,90118 bl

2 T11| 36,82376 b
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES
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Los aislamientos seleccionados (Trichoderma cepa 15 y 22) son potenciales
biocontroladores de Sclerotinia sclerotiorum presentando los mejores resultados
en las variables evaluadas (Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del

patogeno y micorapasitismo de esclerocios).

La forma mas eficiente para la aplicacion de acido salicilico es foliar segiin los
datos observados, en dosis de 100 y 200 uM. Estas concentraciones provocaron
el aumento del contenido de clorofila, nuimero de hojas, peso fresco y seco

diferenciandose significativamente del testigo sin aplicacion.

Las diferentes dosis aplicadas al follaje de las plantas (aplicacion foliar), no
evidenciaron efectos positivos respecto al testigo sin aplicacion, en las dosis 10,
50, 100 y 200 uM en las distintas variables evaluadas (no hubo diferencias
significativas respecto al testigo en el peso seco y fresco, contenido de clorofilas
y nimero de hojas). Con la dosis méas alta (500 uM) se obtuvieron los menores

valores en peso seco y fresco.

La implementacion de Trichoderma sp, acido salicilico y su combinacidon, no
presentaron diferencias significativas para la variable peso seco. En cuanto a la
variable peso fresco se observaron diferencias respecto al tratamiento testigo
asociado a la influencia que tienen los tratamientos sobre el uso eficiente del

agua.

Las caracteristicas morfoldgicas del hongo antagonista para su identificacion a
nivel de especie son insuficientes, por lo cual se recomienda su identificacion
por métodos moleculares después de evaluar su capacidad antagonica en otros

patosistemas.

Se recomienda hacer estudios detallados para determinar en que proceso
metabolico interviene el 4cido salicilico para favorecer el crecimiento y
desarrollo de las plantas de lechuga. Del mismo modo, es necesaria la
evaluacion de dosis intermedias (entre 200 y 500 uM) con el fin de establecer

una dosis umbral. Habida cuenta de que con la dosis de 200 uM, a pesar de no
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presentar diferencias significativas, se observo una tendencia a aumentar el valor
de las variables evaluadas, mientras que con la mayor dosis mayor (500 uM)

estos valores comienzan a decaer.

Los tratamientos de Trichoderma sp., acido salicilico y su combinacidon, no
impiden la colonizacion del tejido de las plantas por parte del hongo patogeno,
alcanzando incidencias del 100%. El efecto de estos tratamientos sobre la
variable severidad, pueden estar asociados a la generacion de respuesta de
defensa en la planta (resistencia sistémica adquirida e inducida), aunque hacen
falta estudios a nivel de expresion de genes y cuantificacion de proteinas que
estan involucradas en cada proceso en las plantas sometidas a los diferentes

tratamientos.

Es necesario realizar estudios histologicos para complementar los resultados de
esta investigacion, para corroborar el confinamiento del patdogeno cuando se

implementan los tratamientos (7richoderma sp. y acido salicilico).



